Élaboration et caractérisation de biomatériaux osseux innovants à base d'apatites phospho-calciques dopées by Vandecandelaère, Nicolas
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
En vue de l’obtention du 
DOCTORAT DE L’UNIVERSITÉ DE TOULOUSE 
Délivré par : 
Institut National Polytechnique de Toulouse (INP Toulouse) 
Discipline ou spécialité : 
Science et Génie des Matériaux 
Présentée et soutenue par : 
Nicolas VANDECANDELAERE 
le : jeudi 8 Novembre 2012 
Titre : 
Élaboration et caractérisation de biomatériaux osseux 
innovants à base d’apatites phospho-calciques dopées 
Ecole doctorale :  
Sciences de la matière (SDM) 
Unité de recherche :  
Institut Carnot CIRIMAT – UMR CNRS 5085 – Toulouse 
Directeur(s) de Thèse : 
Christophe DROUET, Chargé de Recherche CNRS (HDR), Université de Toulouse Christian 
REY, Professeur, Université de Toulouse 
Rapporteurs : 
Jean-Christophe HORNEZ, Maître de Conférences (HDR), Université de Valenciennes Hubert 
MUTIN, Directeur de Recherche CNRS, Université de Montpellier II 
Membre(s) du jury : 
Nadia BENKIRANE-JESSEL, Directrice de Recherche INSERM, Fac. Médecine Strasbourg 
Christine ROQUES, Professeur, Université de Toulouse
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
À mes parents. 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                         « Il faut avouer que ce monde est une étrange chose » 
 
Candide, Voltaire 
 Remerciements 
 
Les travaux de thèse présentés dans ce manuscrit ont été réalisés dans le cadre du 
projet inter-Carnot-Fraunhofer « Biocapabili », lesquels ont été financés par l’Agence 
Nationale de la Recherche (ANR), que je remercie d’avoir donné vie à ce projet et de 
m’avoir permis d’effectuer ces recherches dans les meilleures conditions. 
La grande majorité des expérimentations et des résultats reportés dans les pages qui 
suivent ont été obtenus au sein de l’Institut Carnot CIRIMAT à Toulouse. Je tiens donc à 
remercier son directeur, le Dr Francis Maury, de m’avoir accueilli dans son laboratoire et 
permis de réaliser mes travaux de thèse. 
Un merci tout particulier revient également à l’équipe PPB, « Phosphates, 
Pharmacotechnie et Biomatériaux », et sa directrice, le Pr Christèle Combes. J’y ai reçu un 
accueil formidable et chaleureux dans un environnement propice à l’épanouissement 
scientifique et personnel. 
 
Avant de remercier chaque personne que j’ai rencontrée et qui m’ont aidé, chacune à 
leur façon au cours de ces 3 années et qui m’ont permis d’avoir mené à bien ces travaux, je 
souhaite en premier lieu témoigner de ma gratitude envers mes 2 directeurs de thèse, le Dr 
Christophe Drouet et le Pr Christian Rey.  
Christophe, merci de m’avoir offert l’opportunité de travailler avec vous sur ce projet et ce 
dans des conditions idéales. Vous avez toujours été présent et de bon conseil malgré mes 
doutes, tant d’un point de vue scientifique que humain. Votre gentillesse, votre patience, 
votre réactivité et votre verve m’ont toujours rendu admiratif.  
Christian, j’ai énormément apprécié les échanges que nous avons eus, que ce soit au 
laboratoire ou à la cantine, quelque soit le sujet, ils étaient systématiquement passionnants 
et ils m’ont été d’un grand soutien. Grâce à votre amabilité et vos connaissances, j’ai passé 
de très agréables moments à vos côtés. Quoi que vous en pensiez, ce travail vous doit 
également beaucoup. 
J’ai beaucoup appris grâce à vous 2, chacun à votre manière, j’ai éprouvé un plaisir immense 
à travailler, à apprendre et à évoluer à vos côtés. On peut difficilement espérer réaliser une 
thèse dans de meilleures conditions. 
 
 Mes remerciements s’adressent ensuite à mes différents membres de jury qui ont eu 
l’amabilité de juger mon travail : 
Le Pr. Christine Roques, de la Faculté de pharmacie de Toulouse au département de 
bactériologie-virologie, pour m’avoir fait l’honneur de présider ce jury et pour ses conseils 
avisés sur le sujet. 
Le Pr. Hubert Mutin, directeur de recherche à l’Université de Montpellier, et le Dr. Jean-
Christophe Hornez, maitre de conférence à l’Université de Valenciennes, pour avoir eu le 
courage de rapporté ce « volumineux » manuscrit et pour leur intérêt des problématiques 
soulevées dans ces travaux. 
Et le Dr. Nadia Benkirane-Jessel, directrice de recherche INSERM à la Faculté de 
médecine de Strasbourg, d’avoir accepté de participer à ce jury et d’avoir apporté sa 
contribution à cette étude. 
 
L’aboutissement de ces travaux doit aussi énormément à un certain nombre de 
personnes qui ont collaboré avec moi au projet et qui ont contribué à sa réussite : 
- Toute l’équipe allemande de l’intitut Fraunhofer IGB de Stuttgart, à savoir les Dr Iris 
Trick, Dr Michaella Müller et Dr Anke Burger-Kentischer mais également Tanjia, 
Christina et Georg. Merci pour votre implication sur le projet, vos travaux, votre 
expertise et votre joie de vivre. Ich danke Ihnen sehr. 
- Françoise, Oriana et Julien, je vous remercie de votre contribution à ces travaux et 
de l’aide que vous m’avez apporté au laboratoire, une partie de ce qui est présenté 
dans ce manuscrit vous est due.  
- Gérard, pour ces longues matinées et après-midi passées ensemble à faire 
d’innombrables pastilles et à papoter, merci. 
- Le Pr Pierre Jurdic et Chantal Daumenget. Le séjour passé à l’IGFL de Lyon fut des 
plus instructifs. Merci pour votre accueil, pour notre initiation au monde des 
ostéoclastes et pour votre gentillesse. 
- Mes remerciements s’adressent également à Fabien pour son implication au niveau 
des tests de libération, Abdel au niveau de la chromatographie cationique, Olivier et 
Cédric pour les nombreuses fois où j’ai débarqué dans votre bureau pour vous poser 
des questions, Véronique Santran de la société ICELLTIS de nous avoir permis la 
stérilisation nos échantillons et Jérôme pour ses analyses XPS. 
 Je tiens également à adresser mes plus vifs remerciement aux autres membres (anciens 
et actuels) de l’équipe PPB : Anne-Marie, Audrey, Christèle, David, Farid, Ghislaine, 
Hélène, Jean-Louis, Jérémy, Michelle, Sandrine, les Sophie, Stéphanie, pour leur aide, 
leur soutient, leur disponibilité et les bons moments que nous avons passé ensemble. 
Ces 3 ans de laboratoire dans l’équipe m’ont permis de côtoyer bon nombre de 
doctorants avec lesquels j’ai sympathisé et collaboré : Ahmed, Anne, Emmanuelle, Imane, 
Marie-Alix, Pierre, Sabrina, Solène et Sylvaine. J’ai passé grâce à vous de très belles 
années à Toulouse et je repars dans le « Grand Nord » avec des souvenirs inestimables.  
J’attribuerais tout de même une mention spéciale pour Patricia et son Doudou pour avoir 
été présents à chaque fois que nous en avions besoin, pour votre gentillesse, votre amitié, 
vos gâteaux (il faut l’avouer !),.. Je ne vous remercierais jamais assez.  
Enfin, Aneesha et Dymitro, mes compagnons de bureau, je tiens à vous exprimer ma 
gratitude pour ce temps passé en votre compagnie. 
Une petite pensée pour Domi et Jannie qui, de manière plus discrète, ont également 
participé à la réussite de ces travaux. 
 
Pour terminer cette session remerciement, j’aimerais adresser toute ma 
reconnaissance à mes proches : 
Je souhaite tout d’abord remercier ma belle famille pour leur soutient et pour m’avoir 
permis d’emmener leur fille si loin d’eux. Un merci particulier revient également à Jacques, 
sans qui la rédaction de ce manuscrit n’aurait pas été pareille. 
Je remercie de tout mon cœur Flouflou, Maurice et Nuguette qui m’ont accompagné 
tout au long de cette épreuve, qui ont toujours été présents à mes côtés, je vous en serais 
reconnaissant à jamais, je vous dois beaucoup. 
Enfin, tout ce travail n’aurait pu aboutir sans ma famille : Gawell, mes grands-
parents, mes tantes/oncles et cousines/cousins, merci à tous.  
Mais plus que tout, j’ai à cœur d’adresser mes plus profonds sentiments à mes parents sans 
qui je n’aurais jamais pu en arriver là. Je vous dois tout, je vous aime et je vous remercie 
infiniment, bien qu’aucun mot ne puisse exprimer ce que je ressens pour vous. 
 
  
 
 
 
 
 
 
Sommaire 
  
Introduction  générale .......................................................... 1 
Chapitre I : Revue bibliographique ..................................... 4 
I.1. Le tissu osseux .......................................................................   5 
I.1.1. Ostéologie ........................................................................................... 5 
I.1.1.1. Squelette et rôle des os ..................................................................................... 5 
I.1.1.2. Morphologie des os ........................................................................................... 7 
I.1.2. Composition des os ............................................................................. 9 
I.1.2.1. Nature chimique ................................................................................................ 9 
I.1.2.1.1. Partie organique ...................................................................................................................... 9 
I.1.2.1.2. Partie minérale ...................................................................................................................... 10 
I.1.2.2. Les cellules osseuses ..................................................................................... 12 
I.1.3. Remodelage osseux .......................................................................... 14 
I.1.3.1. Le remodelage et son rôle ............................................................................... 14 
I.1.3.2. La balance osseuse et sa régulation ............................................................... 15 
I.1.3.3. Les BMU et les étapes du remodelage ........................................................... 17 
I.1.4. Réparation osseuse .......................................................................... 20 
I.1.4.1. Les étapes de la régulation osseuse ............................................................... 20 
I.1.4.2. Cas des défauts de taille critique ..................................................................... 23 
I.2. Matériaux de substitution osseuse ....................................... 24 
I.2.1. Caractéristiques d’un substitut osseux .............................................. 24 
I.2.1.1. Biocompatibilité ............................................................................................... 25 
I.2.1.2. Bioactivité/Ostéointégration ............................................................................. 25 
I.2.1.3. Non toxicité ...................................................................................................... 26 
I.2.1.4. Stabilité/Résistance mécanique ...................................................................... 27 
I.2.1.5. Ostéoconduction/Ostéoinduction/Ostéogénicité .............................................. 27 
I.2.1.6. Porosité ........................................................................................................... 28 
I.2.1.7. Résorbabilité ................................................................................................... 29 
I.2.1.8. Industrialisation ............................................................................................... 29 
 I.2.2. Les autogreffes et allogreffes ............................................................ 30 
I.2.3. Les polymères ................................................................................... 31 
I.2.3.1. Les polymères naturels ................................................................................... 31 
I.2.3.2. Les polymères synthétiques ............................................................................ 31 
I.2.4. Les métaux ........................................................................................ 33 
I.2.5. Les céramiques ................................................................................. 35 
I.2.5.1. Les céramiques bio-inertes ............................................................................. 35 
I.2.5.2. Les céramiques et les bioverres bioactifs ........................................................ 36 
I.2.5.3. La cas particulier des phosphates de calcium ................................................. 39 
I.2.5.4. L’hydroxyapatite et les apatites nanocristallines .............................................. 42 
I.3. Chirurgie osseuse et infections post-opératoires ............... 47 
I.3.1. La chirurgie osseuse et les infections associées aux soins ............... 47 
I.3.2. Les micro-organismes ....................................................................... 49 
I.3.2.1. Généralités sur les bactéries ........................................................................... 49 
I.3.2.2. Les micro-organismes en lien avec les infections nosocomiales..................... 52 
I.3.3. Les problématiques de l’infection ...................................................... 55 
I.3.3.1. La course à la surface ..................................................................................... 55 
I.3.3.2. Adhésion bactérienne et formation de biofilm.................................................. 57 
I.3.4. Les biomatériaux antibactériens ........................................................ 60 
I.3.4.1. Modifications de surface .................................................................................. 60 
I.3.4.2. Imprégnation d’antibiotiques............................................................................ 61 
I.3.4.3. La voie ionique et des petites molécules ......................................................... 63 
I.4. Les objectifs de ce travail ...................................................... 66 
 Chapitre II : Étude des systèmes non dopés ................... 68 
II.1. Apatite nanocristalline de référence .................................... 69 
II.1.1. Protocole de synthèse ...................................................................... 69 
II.1.2. Caractérisation physico-chimique ..................................................... 70 
II.1.2.1. Diffraction des rayons X ................................................................................. 71 
II.1.2.2. Microscopies électroniques ............................................................................ 79 
II.1.2.3. Analyses chimiques et thermogravimétriques ................................................ 81 
II.1.2.4. Spectroscopies vibrationnelles ....................................................................... 84 
II.2. Effets des paramètres de synthèses .................................... 94 
II.2.1. Effet du temps de maturation en solution ......................................... 94 
II.2.2. Effet de la température ................................................................... 101 
II.2.3. Effet du pH ..................................................................................... 105 
II.2.4. Effet de la nature des contre-ions ................................................... 112 
II.2.4.1. Influence de l’utilisation de Na2HPO4 en remplacement du (NH4)2HPO4 en tant 
que sel de phosphate de départ ................................................................... 112 
II.2.4.2. Approfondissement des spectroscopies Raman et FTIR – Effet d’une 
deutération .................................................................................................... 118 
II.3. Effets des post-traitements ................................................. 122 
II.3.1. Étude du mode de stockage des poudres ...................................... 123 
II.3.2. Effets d’un traitement thermique ..................................................... 127 
II.3.3. Étude de la ré-immersion en milieu aqueux .................................... 130 
II.3.4. Impact de la mise en forme ............................................................ 135 
II.3.5. Effets de la méthode de stérilisation ............................................... 140 
II.4. Évaluations biologiques/microbiologiques ....................... 143 
II.4.1. Étape de pré-équilibrage ................................................................ 143 
II.4.2. Évaluation de la cytotoxicité ........................................................... 149 
II.4.3. Étude de résorption ostéoclastique ................................................ 154 
 II.4.4. Évaluation des propriétés antibactériennes .................................... 158 
II.5. Conclusion ............................................................................ 163 
Chapitre III : Enrichissement en zinc .............................. 167 
III.1. Données bibliographiques ................................................. 168 
III.1.1. Le rôle biologique du zinc .............................................................. 169 
III.1.2. Le zinc en tant qu’agent antibactérien ........................................... 171 
III.1.3. Le zinc et les phosphates de calcium ............................................ 172 
III.2. Synthèse et caractérisations physico-chimiques des 
composés enrichis en zinc ........................................................ 175 
III.2.1. Utilisation du protocole de référence ............................................. 175 
III.2.1.1. Synthèse ..................................................................................................... 175 
III.2.1.2. Caractérisations physico-chimiques ............................................................ 176 
III.2.2. Effets des paramètres de synthèse ............................................... 183 
III.2.2.1 Effet du temps de maturation en solution ..................................................... 183 
III.2.2.2. Effet de la température et du pH ................................................................. 198 
III.2.2.3. Effet de la nature des contre-ions ................................................................ 203 
III.3. Évaluations biologiques/microbiologiques ...................... 220 
III.3.1. Évaluation de la cytotoxicité .......................................................... 220 
III.3.2. Évaluation des propriétés antibactériennes ................................... 221 
III.3.2.1. Tests préliminaires sur poudre .................................................................... 222 
III.3.2.2. Tests sur pastilles ........................................................................................ 224 
III.4. Conclusion ........................................................................... 227 
Chapitre IV : Enrichissement en cuivre .......................... 231 
IV.1. Données bibliographiques ................................................. 232 
IV.1.1. Le rôle biologique du cuivre .......................................................... 233 
IV.1.2. Le cuivre en tant qu’agent antibactérien ........................................ 234 
 IV.1.3. Le cuivre et les phosphates de calcium ......................................... 236 
IV.2. Synthèse et caractérisations physico-chimiques des 
composés enrichis en cuivre ..................................................... 239 
IV.2.1. Utilisation du protocole de référence ............................................. 239 
IV.2.1.1. Synthèse ..................................................................................................... 239 
IV.2.1.2. Caractérisations physicochimiques ............................................................. 240 
IV.2.2. Effets des paramètres de synthèse ............................................... 247 
IV.2.2.1. Effet du temps de maturation en solution .................................................... 247 
IV.2.2.2. Effet du pH .................................................................................................. 256 
IV.2.2.3. Effet de la température ............................................................................... 266 
IV.2.2.4. Effet de la nature des contre-ions ............................................................... 270 
IV.2.3. Étude sur l’enrichissement en cuivre de la brushite ...................... 282 
IV.2.4. Étude sur l’enrichissement préférentiel de surface des cristaux 
d’apatite ....................................................................................... 285 
IV.2.4.1. Incorporation par échange ionique .............................................................. 285 
IV.2.4.2. Incorporation de cuivre en cours de maturation .......................................... 298 
IV.3. Étude de la libération du cuivre ........................................ 305 
IV.3.1. Préparation et caractérisations physico-chimiques des  
échantillons .................................................................................. 305 
IV.3.2. Tests de libération ......................................................................... 307 
IV.4. Évaluations biologiques/microbiologiques ..................... 310 
IV.4.1. Évaluation de la cytotoxicité .......................................................... 310 
IV.4.2. Évaluation des propriétés antibactériennes ................................... 313 
IV.4.2.1. Tests préliminaires sur poudre .................................................................... 313 
IV.4.2.2. Tests sur pastilles ....................................................................................... 315 
IV.5. Conclusion .......................................................................... 322 
 Chapitre V : Enrichissement en argent .......................... 326 
V.1. Données bibliographiques .................................................. 327 
V.1.1. L’argent en biologie et microbiologie .............................................. 327 
V.1.2. L’argent et les phosphates de calcium ........................................... 333 
V.2. Synthèse et caractérisation physico-chimique des 
composés enrichis en argent .................................................... 335 
V.2.1. Utilisation du protocole de « référence » ........................................ 335 
V.2.1.1. Synthèse ...................................................................................................... 335 
V.2.1.2. Caractérisations physico-chimiques ............................................................. 337 
V.2.2. Effets des paramètres de synthèse ................................................ 343 
V.2.2.1. Effet du temps de maturation en solution ..................................................... 343 
V.2.2.2. Effet du pH ................................................................................................... 352 
V.2.2.3. Effet de la nature des contre-ions ................................................................ 357 
V.2.3. Évolution de la teinte des échantillons enrichis en argent .............. 359 
V.3. Étude de la libération d’argent ........................................... 366 
V.3.1. Tests en conditions statiques ......................................................... 366 
V.3.2. Tests en conditions dynamiques .................................................... 369 
V.4. Évaluations biologiques/microbiologiques ...................... 371 
V.4.1. Tests de cytotoxicité ...................................................................... 371 
V.4.2. Évaluation des propriétés antibactériennes .................................... 376 
V.4.2.1. Tests préliminaires sur poudre ..................................................................... 376 
V.4.2.2. Tests sur pastilles ........................................................................................ 377 
V.5. Conclusion ........................................................................... 382 
 Chapitre VI : Enrichissement en composés peroxydés et 
étude de codopages .................................. 385 
VI.1. La voie anionique – Cas des peroxydes ........................... 386 
VI.1.1. Données bibliographiques ............................................................. 386 
VI.1.1.1. Les composés peroxydés ........................................................................... 386 
VI.1.1.2. Les composés peroxydés en biologie et microbiologie ............................... 387 
VI.1.1.3. Les apatites peroxydées ............................................................................. 390 
VI.1.2. Étude de l’hydrolyse du βTCP – Apatites peroxydées bien 
cristallisées ................................................................................... 392 
VI.1.2.1. Synthèse ..................................................................................................... 393 
VI.1.2.2. Caractérisations physico-chimiques ............................................................ 394 
VI.1.2.3. Tentatives d’obtention d’apatite non dopée par hydrolyse du βTCP ........... 397 
VI.1.3. Étude de la coprécipitation – Apatites nanocristallines peroxydées400 
VI.1.3.1. Synthèse ..................................................................................................... 400 
VI.1.3.2. Caractérisations physico-chimiques ............................................................ 401 
VI.1.4. Évaluation des propriétés antibactériennes ................................... 414 
VI.1.5. Conclusion .................................................................................... 415 
VI.2. Étude de codopages ........................................................... 416 
VI.2.1. Données bibliographiques ........................................................ ….416 
VI.2.2. Synthèse ....................................................................................... 420 
VI.2.3. Caractérisations physico-chimiques .............................................. 423 
VI.2.4. Évaluation des propriétés antibactériennes ................................... 430 
VI.2.5. Conclusion .................................................................................... 433 
Conclusion  générale ....................................................... 434 
Annexes………………………………………………….…….442 
Références bibliographiques .......................................... 470 
  
 
 
 
 
 
 
Introduction  
générale 
 
Introduction générale 
 2 
Les infections acquises à l’issue d’un acte chirurgical (infections nosocomiales post-
opératoires) posent aujourd’hui un réel problème de santé publique, impliquant à la fois une 
dégradation considérable de la condition des patients, une augmentation de la mortalité, et une 
hausse significative des frais de santé associés aux traitements anti-infectieux.  
Les infections post-opératoires en sites osseux (en chirurgie orthopédique, maxillo-
faciale, craniale…) sont particulièrement délicates à éradiquer compte-tenu d’une invasion 
microbienne en profondeur dans le tissu, qui rend peu efficace tout traitement curatif. Par 
ailleurs, les conséquences d’une telle infection peuvent s’avérer extrêmement sévères pour le 
patient, impliquant notamment des problèmes de descellements septiques de prothèses ou 
encore des risques d’amputation. Bien que toutes les précautions soient prises pour éviter ces 
complications (asepsie du patient, stérilisation du bloc opératoire et des instruments…), elles ne 
permettent pas à ce jour d’éliminer totalement le risque infectieux. Les réponses thérapeutiques 
actuellement utilisées sont alors des solutions à visée curative, généralement assez lourdes, 
impliquant le plus souvent une seconde opération chirurgicale et l’emploi massif d’antibiotiques. 
Dans ce contexte, il apparaît primordial de mettre au point des solutions préventives plutôt que 
curatives, permettant d’éviter la colonisation bactérienne à l’issue de l’acte chirurgical.  
Une des voies les plus étudiées à l’heure actuelle est la fabrication de biomatériaux 
implantables possédant des propriétés antibactériennes intrinsèques, présentant ainsi 
l’avantage de lutter contre les bactéries directement à la source de l’infection. Le choix du 
matériau et de l’agent antibactérien apparaît alors crucial pour garantir à la fois une action 
efficace contre les micro-organismes et une innocuité vis-à-vis du corps humain, voire dans le 
meilleur des cas une activité biologique favorable (ostéoconduction, ostéoinduction,…).  
Concernant le matériau « support », de nombreuses possibilités parmi les polymères, les 
métaux ou encore les céramiques, regroupent a priori les conditions nécessaires à l’obtention 
d’un biomatériau pour application osseuse (tenue mécanique, non toxicité, éventuellement 
bioactivité,…). Mais au sein de ces classes de matériaux, les phosphates de calcium, et plus 
particulièrement les apatites nanocristallines biomimétiques, apparaissent comme des 
composés de choix dans ce domaine en raison de leur similitude avec le minéral osseux et de 
leur caractère potentiellement résorbable. C’est pourquoi, ils ont fait l’objet des travaux 
présentés dans ce travail de thèse. 
Il existe d’autre part une grande variété de composés, organiques (antibiotiques, 
enzymes…) ou inorganiques (ions, particules métalliques…), potentiellement capables de 
conférer les propriétés antibactériennes attendues. Face à la recrudescence des cas de 
résistance bactérienne aux antibiotiques, ceux-ci n’ont pas été envisagés ici. De par la 
constitution des céramiques à base d’apatites nanocristallines, la voie ionique a au contraire été 
privilégiée pour conférer des propriétés antibactériennes potentielles à ce type de matériaux. 
Sur la base d’une recherche bibliographique, notre attention s’est portée sur les cations Zn2+, 
Cu2+ et Ag+, ainsi que des anions peroxydés.  
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Les travaux développés dans ce manuscrit – faisant partie intégrante d’un projet ANR 
PICF (Franco-allemand) « BioCapabili » – visaient ainsi à enrichir des apatites nanocristallines 
biomimétiques en cations Cu2+, Zn2+ ou Ag+ ou en composés peroxydés, voire leurs 
associations, afin de leur conférer une activité antibactérienne vis-à-vis de souches d’intérêt en 
lien avec la chirurgie en site osseux. Dans chaque cas, la recherche de systèmes apatitiques 
monophasés est restée au cœur de nos préoccupations, et ceux-ci ont fait l’objet d’une 
caractérisation physico-chimique systématique, visant à déterminer le rôle potentiel des 
principaux paramètres de synthèse (ou de post-traitement). Dans un second temps, l’évaluation 
de la cytotoxicité et des éventuelles propriétés antibactériennes a été réalisée, an collaboration 
avec l’Institut Fraunhofer IGB de Stuttgart, partenaire du projet BioCapabili. 
 
Ce manuscrit est structuré comme suit : 
 
Le premier chapitre est consacré aux données bibliographiques relatives au sujet : le 
tissu osseux et ses particularités seront en premier lieu abordés, puis nous envisagerons 
différents biomatériaux de substitution. Enfin, l’origine et les mécanismes des infections post-
opératoires en site osseux seront développés avant d’exposer les solutions envisagées à ce 
jour. 
Le chapitre II traitera de la synthèse et de la caractérisation physico-chimique détaillée 
d’apatites nanocristallines biomimétiques de référence, non-enrichies en agents antibactériens. 
L’influence des principaux paramètres de synthèse et de post-traitement sur les caractéristiques 
physico-chimiques des composés obtenus y sera analysée. Ce chapitre se terminera par 
l’évaluation (micro-)biologique de ces composés.  
Les chapitres III, IV et V développeront ensuite la voie de l’enrichissement des apatites 
nanocristallines par trois types de cations afin de leur conférer d’éventuelles propriétés 
antibactériennes : le chapitre III sera axé sur l’ion zinc (Zn2+), le chapitre IV sur l’ion cuivre 
(Cu2+) et le chapitre V sur l’ion argent (Ag+). La synthèse et les caractérisations physico-
chimiques de tels composés seront présentées avant de s’intéresser à l’influence des 
paramètres de synthèse sur l’incorporation des différents cations aux apatites nanocristallines. 
La fin de ces chapitres sera, là encore, consacrée à l’évaluation (micro-)biologique des 
échantillons enrichis par ces agents cationiques potentiellement antibactériens. 
Enfin, le chapitre VI, scindé en deux parties, présentera les résultats préliminaires 
obtenus : d’une part par la voie d’un enrichissement anionique avec des composés peroxydés ; 
et d’autre part pour des co-enrichissements impliquant l’incorporation simultanée de deux 
agents possiblement antibactériens (échantillons bi-dopés) parmi Zn2+, Cu2+, Ag+ ou les anions 
peroxydés. Les protocoles de synthèse, les résultats des caractérisations physico-chimiques et 
une évaluation microbiologique préliminaire y seront traités. 
. 
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I.1. Le tissu osseux 
I.1.1. Ostéologie 
I.1.1.1. Squelette et rôle des os 
 
Apparu pendant le Paléozoïque, il y a 500 millions d’années, le squelette fut une des 
grandes innovations de l’Évolution dont la nature a doté les vertébrés (Hollinger et al., 1996). 
C’est en partie grâce à cette avancée dans l’histoire de l’Évolution que des êtres aussi 
complexes que l’Homme ont pu voir le jour. 
A l’âge adulte, le squelette humain (Figure I.1) est composé de 206 os articulés (Ramé & 
Thérond, 2006). 
 
 
Figure I.1 : Gravure représentant le squelette humain (Bourgery et al., 1871) 
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Les os font partie de l’appareil locomoteur du corps humain, au même titre que les 
articulations par lesquelles ils sont reliés et les muscles pour lesquels ils servent de support. 
Dans cette fonction, les os jouent un rôle mécanique, ils soutiennent le corps et servent de 
levier à l’action des muscles. Pour cela, les os sont caractérisés par des propriétés mécaniques 
particulièrement intéressantes puisqu’ils sont à la fois rigides, flexibles et légers. Le Tableau I.1 
présente des moyennes de valeurs généralement obtenues pour certaines de ces propriétés 
mécaniques parmi les plus significatives. 
 
Propriétés mécaniques Os cortical 
(1) Os spongieux 
Module d'Young (GPa) 5 - 25 1 - 10 
(2)
Coefficient de poisson 0,08 - 0,45
Résistance en traction (MPa) 80 - 150
Résistance à la compresion (MPa) 130 - 160 0,1 - 13 
(3)
Contrainte en flexion (MPa) 160 - 180
Contrainte de cisaillement (MPa) 50 - 80
(1)
 : Reilly & Burstein, 1974 
(2)
 : Brown & Ferguson, 1980
(3)
 : Schoenfeld et al. , 1974 
 
Tableau I.1 : Exemples de propriétés mécaniques de l’os 
 
Mais au-delà de l’aspect mécanique, les os ont également d’autres fonctions : 
- Soutien : ils permettent le maintient du corps. 
- Mouvement : ils servent de support pour les muscles (liaisons aux tendons et 
ligaments). 
- Protection : les os forment un bouclier pour le système nerveux et les organes 
internes. 
- Homéostasie : ils régulent les concentrations ioniques, notamment en calcium, en 
magnésium et en phosphore dont ils servent de réservoir (ils contiennent 99% du Ca, 
85% du P et 57% du Mg de l’organisme) (Marie, 1992). 
- Hébergement de l’hématopoïèse : la création et le renouvellement des cellules 
sanguines (globules blancs, globules rouges et plaquettes) sont réalisés au sein la 
moelle osseuse. 
- Stockage des triglycérides (moelle osseuse jaune) 
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I.1.1.2. Morphologie des os 
 
Le squelette est constitué d’os de différentes formes et tailles qui sont habituellement 
classés en 3 principales catégories (Figure I.2) : 
- Les os longs comme le fémur ou l’humérus. 
- Les os courts, tels que les carpes et les tarses. 
- Les os plats incluant les omoplates ou encore les os du crâne. 
Un os long se décompose en 3 parties : 
- L’épiphyse : extrémités de l’os, recouverte de cartilage. 
- La diaphyse : partie allongée centrale de l’os, hébergeant le canal (ou cavité) 
médullaire, siège de la moelle osseuse. 
- la métaphyse : jonction entre la diaphyse et l’épiphyse 
D’un point de vue macroscopique, deux organisations structurales osseuses peuvent être 
discernées (Figure I.2) : 
- L’os spongieux (ou trabéculaire). Comme son nom l’indique, l’os spongieux possède 
une structure très poreuse formée par un réseau de travées osseuses de diamètre 
compris entre 50 et 300 µm, appelées trabécules (Rho et al., 1998). Au sein des pores 
formés par ces travées, dont le diamètre se situe entre 200 et 600 µm (LeGeros, 
2008), se trouve de la moelle osseuse. L’os spongieux se situe aux extrémités des os 
longs, dans l’épiphyse et la métaphyse, et dans la partie centrale des os courts. Il 
représente 20 % du volume osseux total (Giudicelli & Souberbielle, 1998). 
- L’os cortical (ou compact). L’os cortical est plus dense que l’os spongieux et présente 
des pores dont la taille est comprise entre 10 et 50 µm (LeGeros, 2008). Il compose la 
périphérie des os (longs, courts ou plats) et une grande part de la diaphyse des os 
longs, formant ainsi une sorte de coque protégeant la partie interne des os et en leur 
apportant une certaine rigidité. 80 % des os se présentent sous cette forme. 
A l’échelle microscopique, chez l’adulte, l’os compact et l’os spongieux sont constitués 
d’unités structurales élémentaires superposées et organisées (Figure I.2). Ces unités sont 
appelées lamelles et ont une épaisseur moyenne située entre 3 et 5 µm (Weiner et al., 1999). 
Chapitre I – Revue bibliographique 
 8 
Suivant la nature de l’os (cortical ou spongieux), la disposition des lamelles n’est pas la 
même (Figure I.2). Ainsi, pour l’os spongieux, les lamelles sont généralement plates et 
déposées parallèlement à la surface des trabécules mais leur orientation dépend des forces qui 
leurs sont imposées. Dans le cas de l’os cortical, les lamelles sont disposées autour d’un 
vaisseau sanguin, formant des sortes de cylindres appelés ostéones ou systèmes de Havers. 
Chaque ostéone est formée de 2 à 20 lamelles ordonnées de manière concentrique autour d’un 
canal, le canal de Havers, renfermant des vaisseaux sanguins et des nerfs. Chaque ostéone, 
dont le diamètre est compris entre 200 et 250 µm, est orientée longitudinalement par rapport à 
l’os (Rho et al., 1998).  
 
Squelette Os long
Os court
Os plat
Macrostructure
Os spongieux (1)
Os cortical (2)
1
2
Os lamellaire
1. Os spongieux
2. Os cortical
100-400 µm
Ostéone
3-5 µm
Microstructure
Canal de 
Havers
Lamelles osseuses
Fibre de 
collagène
Fibrilles de 
collagène
Assemblage de triple 
hélice de collagène
Minéral osseux
150-250 nm
1.5-3.5 nm
Matrice extracellulaire
Fibres de 
collagène
50-70 nm
Nanostructure
 
Figure I.2 : Représentation schématique de l’organisation du système osseux à différentes échelles 
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I.1.2. Composition des os 
 
L’os est un matériau composite naturel. En effet, il est constitué d’un intime mélange 
d’une partie organique, principalement composée de collagène, et d’une phase minérale 
phosphocalcique associée une certaine quantité d’eau. C’est pourquoi l’os possède les 
remarquables propriétés mécaniques évoquées précédemment (Tableau I.1). Mais, bien plus 
qu’un matériau, l’os est un tissu vivant abritant une grande variété de cellules osseuses 
spécifiques.  
 
I.1.2.1. Nature chimique 
 
Dans cette section seront détaillées les deux composantes structurales de l’os, à savoir 
la partie organique et la phase minérale, dont la combinaison forme la matrice extra-cellulaire 
osseuse. 
 
I.1.2.1.1. Partie organique 
 
Lors de la formation osseuse, c’est d’abord la substance organique qui est synthétisée 
par les cellules ostéoblastiques, pour être par la suite minéralisée. Elle représente environ 25 % 
en masse du tissu osseux (Wang et al., 2010) et est constituée de protéines, principalement du 
collagène de type I. La composition détaillée de la matrice organique est présentée dans le 
Tableau I.2.  
 
Protéines collagéniques (90%) :
- Collagène de type I (97%)
- Collagène de type V (3%)
Protéines non-collagéniques (10%) :
- Ostéocalcine (20%)
- Ostéonectine (20%)
- Sialoprotéines osseuses (12%)
- Protéoglycanes (10%)
- Ostéopontine
- Fibronectine
- Facteurs de croissance (ex. : BMP)
- Glycoprotéines
 
Tableau I.2 : Composition de la partie organique du tissu osseux 
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Le collagène est une protéine fibrillaire se présentant sous la forme d’une triple hélice 
polypeptidique, appelée tropocollagène, dont le diamètre est d’environ 1,5 nm. Ces hélices 
s’enroulent les unes autour des autres et s’organisent afin de former des fibrilles, dont le 
diamètre se situe entre 50 et 70 nm. Enfin, à leur tour, les fibrilles s’organisent en fibres de 
collagène ayant un diamètre compris entre 150 et 250 nm (Rho et al., 1998). Les fibres de 
collagène sont à la base de la matrice extracellulaire puisque c’est leur organisation ordonnée 
de manière parallèle qui constitue la structure des lamelles osseuses.  
 
Les protéines non-collagéniques jouent également un rôle très important au sein du tissu 
osseux. Bien que leurs fonctions ne soient pas encore très bien documentées, certaines de ces 
protéines présentent des propriétés intimement liées aux processus biologiques intervenant au 
sein du tissu osseux, telle que l’adhésion cellulaire à la matrice. 
 
I.1.2.1.2. Partie minérale 
 
Comme mentionné dans la section précédente, la matrice extracellulaire est 
biologiquement synthétisée en commençant par la phase organique qui est ensuite minéralisée. 
La minéralisation se fait par apposition de cristaux de phosphate de calcium, dont les 
principaux composants sont le calcium (Ca) et le phosphate (PO4), entre les fibres de 
collagène. Au total, la phase minérale compte pour près de 60 % massique du tissu osseux 
(Wang et al., 2010). 
 
Autrefois assimilé à de l’hydroxyapatite (de formule Ca10(PO4)6(OH)2), le phosphate de 
calcium impliqué dans la minéralisation osseuse possède bien une structure cristallographique 
apatitique (De Jong, 1926), à l’instar de l’hydroxyapatite, mais s’en détache en de nombreux 
points. Ainsi, l’apatite du tissu osseux est : 
- Déposée sous forme de plaquettes. Ces plaquettes, de formes irrégulières, 
présentent des dimensions nanométriques, variant entre 30 et 45 nm en longueur pour 
environ 5 nm en épaisseur (LeGeros, 2008), contrairement à l’hydroxyapatite qui 
présente généralement des cristaux de forme aciculaire et de taille micrométrique. 
- Faiblement cristallisée. Les cristaux apatitiques du minéral osseux étant de taille 
nanométrique et relativement désordonnés cristallographiquement, présentent un 
faible état de cristallinité.  
- Non stœchiométrique. La non-stœchiométrie se caractérise notamment par des 
lacunes en sites calcium (Ca2+) et hydroxyde (OH-) mais également par la présence 
d’anions hydrogénophosphate (HPO4
2-) et carbonate (CO3
2-) en site anionique en 
remplacement de certains ions phosphate (PO4
3-). Il faut noter que le taux d’ions 
carbonate incorporés dans le réseau apatitique varie avec l’âge ; il est très faible dans 
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les os de l’embryon puis s’enrichit avec le temps pour atteindre près de 80% des 
anions bivalents chez les personnes âgées (Eichert et al., 2008). 
- Poly-substituée. Outre la présence d’anions hydrogénophosphate  
(HPO4
2-) et carbonate (CO3
2-), de nombreux éléments mineurs sont également 
présents dans le minéral osseux comme l’atteste le Tableau I.3. C’est notamment le 
cas de l’ion magnésium (Mg2+) qui est un des éléments mineurs les plus abondants, 
où il est présent à 4% atomique (Bigi et al., 1997), avec les ions sodium (Na+) et 
potassium (K+). Enfin, de nombreux éléments traces tels que le zinc, le strontium, le 
fer ou encore le cuivre sont fréquemment reportés comme éléments-traces du tissu 
osseux (Aras et al., 1999 ; Becker et al., 1968 ; Iyengar & Tandon, 1998 ; 
Samudralwar & Robertson, 1993).  
- Hydratée. Les nanocristaux du minéral osseux possèdent en leur surface une couche 
phosphocalcique non apatitique hydratée. Cette couche hydratée, qui sera traitée plus 
en détail dans le chapitre suivant, est responsable d’une grande réactivité de surface 
du minéral osseux et est, entres autres, à l’origine de l’homéostasie1 ou des 
interactions avec les fluides environnants (adsorption de protéines,…) (Cazalbou, 
2000 ; Ouizat et al., 1999). 
Une formule générale moyenne du minéral osseux a été proposée par Legros en 1987 
(Legros et al., 1987) :  
Ca8,3(PO4)4,3(HPO4 et CO3)1,7(OH et/ou 1/2 CO3)0,3 
 
                                                 
 
1
 L'homéostasie se définit comme la capacité de l'organisme à maintenir un état de stabilité relative des différentes composantes de son milieu 
interne et ce, malgré les changements constants de l'environnement externe 
Chapitre I – Revue bibliographique 
 12 
Os Dentine Émail
Na 3160 - 8050 5300 - 7500 13600
Mg 100 - 3900 7926 745 - 4100
Cl 228 - 2700 350 - 3900 7900 - 8900
F 639 - 2108 140 - 157 54 - 752
K 48 - 6220 / 191 - 1200
S 800 500 - 670 24 - 18780
Fe 31 - 533 32 - 110 28 - 138
Sr 48 - 418 75 - 137 82 - 206
Zn 91 - 266 135 - 359 70 - 893
Pb 1 - 71 2 - 149 2 - 1236
Al 1 - 46 62 - 136 2 - 343
Zr 42,69 - 44,30 / 0,08
Rb 0 - 38 / 1 - 73
Cu 0 - 23 3 0 - 282
Br 1 - 12 4 - 114 3
Cr 3 - 11 0,01 - 2 0 - < 34
Ni 0 - 9 0,9 0,29 - 23,00
B 8 / 0,87 - 8,40
Mn 0 - 8 3,9 1 - 59
Ba 3 - 6 129 1 - 22
Sn 2 93 1 - < 325
Cd 0 - 2 0,09 - 0,10 0 - 9
Gamme de concentration
(mg/kg)Élément
 
Tableau I.3 : Gamme de concentration des principaux éléments mineurs et traces de l’os, de la dentine et de l’émail 
(Iyengar & Tandon, 1998) 
 
Cependant, il est important de noter que des variations de composition chimique et de 
cristallinité sont observées suivant les espèces, les individus, leur âge, leur alimentation, le type 
de tissu minéralisé (os, émail, dentine ; voir Tableau I.3), sa position dans le corps ou encore la 
localisation au sein même du tissu (os compact ou trabéculaire). 
I.1.2.2. Les cellules osseuses 
 
Deux types cellulaires sont inhérents au tissu osseux : 
- Les ostéoclastes. Ce sont des cellules géantes, mesurant 50 à 100 µm en moyenne, 
multinucléées (comportant 2 à 10 noyaux généralement), formées par la fusion de 
cellules précurseurs de la lignée des monocytes/macrophages issues de cellules 
souches hématopoïétiques (Figure I.3). Leur rôle est de résorber le tissu osseux par 
dissolution acide de la phase minérale et dégradation lysosomale de la matrice 
organique. La formation et les mécanismes d’action de ces cellules seront détaillés 
dans la section I.1.3.3. 
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Figure I.3 : Schéma de l’ostéoclastogénèse et du processus de résorption osseuse 
Chapitre I – Revue bibliographique 
 14 
- Les ostéoblastes. Avec une morphologie similaire aux fibroblastes, ils sont issus de 
cellules souches mésenchymateuses (MSC pour « Mesenchymal Stem Cells »). La 
fonction des ostéoblastes est multiple. En premier lieu, leur principale activité est de 
synthétiser et de déposer la matrice extracellulaire (phase organique et minérale). Ils 
sont aussi responsables de la synthèse des protéines non collagéniques et de 
différents facteurs ostéogéniques tels que les BMPs (« Bone Morphogenesis 
Proteins »), qui sont les principaux facteurs de croissance agissant sur la formation 
osseuse. Les ostéoblastes transmettent également des signaux régulant l’activité ou la 
différenciation des pré-ostéoblastes mais aussi des ostéoclastes. Ce sont donc les 
médiateurs de l’activité du tissu osseux. On différencie 2 types d’ostéoblastes : les 
ostéoblastes matures proprement dit et les cellules bordantes (cellules du périoste et 
de l’endoste). Il faut noter qu’une troisième catégorie de cellules peut être rapprochée 
des ostéoblastes : ce sont les ostéocytes, des cellules issues d’ostéoblastes emmurés 
dans la matrice osseuse. 
 
I.1.3. Remodelage osseux 
I.1.3.1. Le remodelage et son rôle 
 
L’os est un tissu qui se renouvelle continuellement, c’est-à-dire qu’à tout instant, les 
ostéoclastes et les ostéoblastes agissent pour résorber et reformer du tissu osseux, à 
différentes localisations dans le corps. Ce phénomène, appelé remodelage osseux, permet au 
tissu : 
- D’adapter et modeler l’os en fonction des charges mécaniques qui lui sont 
appliquées. 
- De réparer des microtraumatismes subis par le tissu osseux. 
- De prévenir la dégénération osseuse. 
- De mobiliser et rééquilibrer les concentrations en ions, notamment en calcium, dans 
le système circulatoire. 
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I.1.3.2. La balance osseuse et sa régulation 
 
La balance résorption/formation osseuse est un paramètre très important qui évolue avec 
l’âge. Ainsi, durant la croissance, il y a un surplus de formation face à la résorption. Puis après 
la puberté et jusqu'à 35 ans, la masse osseuse est stable et la balance osseuse est équilibrée. 
Enfin, au-delà de 35 ans, un infime déficit osseux persiste à chaque cycle résorption/formation 
(Giudicelli & Souberbielle, 1998). Certaines pathologies induisent un déséquilibre de la balance 
osseuse, c’est notamment le cas de l’ostéoporose où la résorption est plus importante que la 
formation ce qui conduit à une perte progressive de la masse osseuse et donc une perte de 
résistance mécanique.  
L’équilibre de la masse osseuse est régulé par 4 mécanismes de manière complexe et 
coordonnée : 
- Mécanique. La croissance ou le remaniement des os se produisent en réaction aux 
forces et aux sollicitations qui s’exercent sur eux (loi de Wolff) (Sims & Gooi, 2008). 
- Systémique2. L’action systémique se fait notamment par l’action de différentes 
hormones telles que la PTH (parathormone), la calcitonine, la 1,25-dihydroxyvitamine 
D (1,25(OH)2D)3 ou encore certaines hormones stéroïdes sexuelles (Giudicelli & 
Souberbielle, 1998). 
- Cellulaire. Les ostéoblastes décryptent les signaux transmis par les facteurs 
systémiques puis synthétisent un certain nombre de facteurs locaux qui vont agir sur 
les phénomènes de résorption et de formation osseuse (activation, recrutement, 
prolifération,… des différentes cellules concernées). 
- Local. Les facteurs locaux sont variés et les plus importants sont les facteurs de 
croissance et les cytokines (Marie, 1992). 
                                                 
 
2
 Se rapporte à l’organisme considéré dans sa totalité 
3
 Forme active de la vitamine D 
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Le Tableau I.4 présente l’effet des principaux facteurs systémiques et locaux sur le tissu 
osseux : 
 
Récrutement 
des ostéoclastes 
Activité 
cellulaire
Récrutement 
cellulaire 
Activité 
cellulaire
Parathormone + + + -
1,25(OH)2D + + / -
Calcitonine - - / /
Glucocorticoïdes / / - -
Hormones tyroïdiennes + + / /
Insuline / / + +
Hormones de croissance / / + +
Oestrogènes / - + +
EGF
(Epidermal Growth Factor)
+ + + -
PDGF
(Platelet-Derived Growth Factor)
+ + + -
FGF
(Fibroblast Growth Factor)
/ / + /
TGF
Transforming Growth Factor)
- - + +
IGF-1
(Insulin-like Growth Factor)
/ / + +
IL-1 + / + + -
PGE2 / + et - + et - + et -
TNF + + + -
IFN - - - -
IL6 + / / /
+ = "augmente"
- = "diminue"
/ = "sans effet"
Cytokines
Résorption Formation
Hormones
Facteurs de croissance
 
Tableau I.4 : Effets des principaux facteurs systémiques et locaux sur les phénomènes de résorption et formation 
osseuse (Marie, 1992) 
 
Il faut noter que certains ions minéraux ont également une influence sur les processus 
d’ostéogénèse. C’est notamment le cas du zinc ou du cuivre dont le rôle au niveau du tissu 
osseux sera détaillé dans les chapitres traitant de ces éléments (chapitre III et IV 
respectivement). 
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I.1.3.3. Les BMU et les étapes du remodelage 
 
Le remodelage osseux s’effectue au sein d’unités de remodelage, appelées BMU pour 
« Basic Multicellular Units » (Frost, 1973), dont le diamètre est de 100 µm environ. Ces unités 
sont indépendantes dans le temps et dans l’espace (au niveau du squelette mais aussi d’un 
os). Le rythme du renouvellement osseux est déterminé par la fréquence d’activation des BMU 
et il est estimé qu’en moyenne sur tout le squelette humain et à chaque instant, le tissu osseux 
est renouvelé sur environ 2 millions de sites (Lukas et al., 2011).  
Au sein de chaque BMU, le remodelage s’effectue de manière identique et se 
décompose en 5 étapes (Figure I.4) : 
- 1. Phase de quiescence. Durant cette phase, les cellules bordantes, placées dans un 
état latent qui peut durer plusieurs années, recouvrent la surface osseuse empêchant 
notamment les ostéoclastes d’y avoir accès et de pouvoir la résorber.  
- 2. Phase d’activation. Les ostéoclastes sont recrutés et migrent vers la surface de la 
BMU par sécrétion de cytokines MCS-F et par l’expression du ligand RANKL par les 
cellules ostéoblastiques alentours (Figure I.3). Puis les cellules bordantes se rétractent, 
ouvrant ainsi l’accès aux ostéoclastes qui vont pouvoir s’attacher à la surface de l’os 
afin d’exercer leur action. 
- 3. Phase de résorption. Cette phase se caractérise par le regroupement des 
ostéoclastes en petits groupes en surface de la matrice osseuse afin d’y creuser une 
cavité, souvent appelée lacune de Howship. Succinctement, le phénomène de 
résorption se décompose en 3 étapes (Figure I.3). Dans un premier temps, 
l’ostéoclaste adhère et s’ancre via des intégrines (αvβ3) à la surface osseuse qu’il va 
résorber. Du côté en contact avec l’os, la membrane plasmique de la cellule acquiert 
une structure formant des replis, dite de type « bordure en brosse », créant ainsi un 
microenvironnement isolé sous la cellule. Dans un second temps, la cellule injecte 
dans le microenvironnement de l’acide chlorhydrique (HCl) (Figure I.3) à un pH autour 
de 4,5 ce qui a pour conséquence de dissoudre la phase minérale du tissu osseux. 
Enfin, l’ostéoclaste sécrète, entre autres, une protéase lysosomale, la cathepsine K, 
afin de dégrader la matrice organique de collagène. Tous les résidus de tissu osseux 
sont transportés hors du microenvironnement par endocytose4 (Teitelbaum, 2000). 
Dans le cas de l’os cortical, un capillaire sanguin se forme au centre du tunnel ainsi 
creusé. Cette phase dure entre quelques jours à quelques semaines. 
                                                 
 
4
 Mécanisme de transport de molécules voire de particules vers l'intérieur de la cellule 
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- 4. Phase intermédiaire ou d’inversion du processus. Après avoir résorbé le tissu 
osseux, les ostéoclastes se détachent et des facteurs de croissance sont libérés pour 
attirer les pré-ostéoblastes et permettre leur différenciation et leur prolifération. Les 
ostéoblastes se déposent alors sur les parois de la cavité résorbée avant d’enclencher 
les mécanismes de formation osseuse. 
- 5. Phase de formation. Le processus de remodelage osseux se termine par 
l’apposition d’os néoformé, par les ostéoblastes, sur les parois du tunnel creusé par 
les ostéoclastes. Pour combler cette cavité, ils synthétisent différentes lamelles 
osseuses successivement les unes sur les autres, en commençant par former une 
matrice organique non calcifiée, appelée ostéoïde, qu’ils minéraliseront par la suite. 
C’est à cette étape que certains ostéoblastes se laissent emmurer pour devenir des 
ostéocytes. Les processus impliqués dans la formation osseuse semblent nombreux 
et complexes. Schématiquement, l’ostéoblaste synthétise dans son appareil de Gogli5 
des « précurseurs » de collagène, le procollagène, qu’il sécrète au niveau du site à 
combler. Sous l’action enzymatique de peptidases spécifiques, le procollagène se 
transforme en fibres de collagène qui s’organisent en réseau réticulé pour enfin être 
minéralisées. Les processus de minéralisation sont encore assez peu connus en 
détails en raison de l’intervention complexe de nombreux facteurs chimiques, 
physiques ou biologiques. Néanmoins, il semblerait que l’apposition du minéral osseux 
se produise de manière extracellulaire et soit assistée par des protéines non-
collagéniques. La germination et la croissance des cristaux d’apatite se déroulent 
entre les fibres de collagène mais également au sein de vésicules associées à la 
matrice extracellulaire. Il a également été montré que ces cristaux se présentent de 
telle façon que les plans cristallographiques comprenant l’axe c soient orientés 
parallèlement aux fibres de collagène (Boskey, 1998 ; Christoffersen & Landis, 1991). 
Cette phase de formation osseuse dure généralement plusieurs mois. 
 
                                                 
 
5
 Organite membranaire présent chez les cellules eucaryotes 
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Figure I.4 : Représentation schématique des étapes du remodelage osseux 
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I.1.4. Réparation osseuse 
I.1.4.1. Les étapes de la régulation osseuse 
 
Une des caractéristiques particulièrement intéressante du tissu osseux est sa capacité 
d’auto-réparation. A la suite d’une fracture, d’une ostéotomie6, d’une arthrodèse7 ou encore d’un 
prélèvement osseux, l’os a la faculté d’engendrer les processus de sa propre régénération afin 
de recouvrer ses propriétés physiques et physiologiques initiales, si les conditions idéales sont 
réunies. Les connaissances sur les mécanismes précis engagés dans ce processus présentent 
encore des points d’ombre et sont sujets à controverse. Néanmoins, les nombreuses études 
dédiées à ce sujet et les avancés technologiques ont permis de décortiquer un grand nombre 
de processus liés à la réparation osseuse. Dans cette section vont être présentés les principaux 
aspects du phénomène complexe de régénération des tissus osseux dans le cas d’une fracture. 
Deux types de guérison osseuse peuvent être identifiés :  
- La guérison primaire. Elle intervient lorsque la continuité de l’os n’est pas rompue, 
c’est-à-dire lorsque les fragments osseux sont toujours en contact. Ce sont alors les 
processus du remodelage osseux (section I.1.3.3) qui permettent de reconstruire les 
parties lésées. Cependant, rares sont les cas où les conditions nécessaires à la 
guérison primaire sont réunies. 
- La guérison secondaire. Elle mise en place pour les fractures qui engendrent la 
formation d’un espace entre les fragments osseux. Ce type de régénération osseuse 
est celui qui est le plus souvent rencontré. 
                                                 
 
6
 Désigne la section chirurgicale d'un os long, pour en modifier son axe, sa taille ou sa forme, à des fins thérapeutiques ou plastiques 
7
 Opération chirurgicale consistant à bloquer une articulation par fusion osseuse (se fait pour le rachis, la cheville, le poignet et un peu moins 
pour le genou et la hanche) 
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La régénération osseuse secondaire se décompose en 3 étapes distinctes et successives, 
dont voici une description simplifiée (Figure I.5) : 
- L’inflammation. Cette étape très importante dans le processus de réparation 
intervient immédiatement après la fracture. Durant les premiers moments du 
processus, une grande quantité de sang afflue au niveau du site fracturé, et un 
hématome8 se forme sur toute la zone lésée. Parallèlement, la réaction inflammatoire 
s’installe afin d’aseptiser le site et de permettre la phagocytose des débris de tissu 
nécrosé par les macrophages. A ce moment, des facteurs de croissance et des 
cytokines pro-inflammatoires sont libérés afin d’initier la régénération osseuse. 
L’hématome se transforme en un tissu conjonctif9 fibrovasculaire, dit de granulation, 
riche en collagène de type III. Le tissu granuleux ainsi formé permet un assemblage 
fibreux des fragments, la vascularisation du site fracturé et la migration de cellules 
progénitrices qui vont initier l’étape de réparation. 
- La réparation. Les premières étapes de la réparation apparaissent au bout d’une à 
deux semaines après la fracture. Sous l’action de différents facteurs de croissance 
mais aussi des contraintes subies par le site osseux fracturé, des ostéoblastes, des 
chondroblastes et des fibroblastes apparaissent et transforment progressivement le 
tissu de granulation en un support plus consistant, le cal. Initialement formé de 
cartilage calcifié, le cal, dit mou, permet de stabiliser rapidement la fracture. 
Consécutivement, de nouveaux vaisseaux sanguins envahissent les espaces vacants 
et des ostéoclastes résorbent le cal mou pour laisser la place à la néoformation d’os 
par les ostéoblastes. Le cal mou se transforme alors progressivement en cal dur fait 
d’os fibrillaire (non organisé en lamelle) formant ainsi un pont osseux entre les 
fragments fracturés.  
- Le remodelage. Ce n’est qu’au cours de l’étape du remodelage que l’os fibrillaire du 
cal dur se transforme en os lamellaire afin que le site fracturé retrouve sa structure et 
ses propriétés mécaniques initiales. Cette phase s’étend sur plusieurs mois voire 
plusieurs années via les mécanismes du remodelage osseux vus précédemment 
(section I.1.3.3).  
A noter que la nature, la durée et la progression de la régénération osseuse sont 
influencées par la physiologie de l’os, les propriétés biomécaniques du site lésé, l’âge et les 
conditions intrinsèques du patient (diabète, tabac,…). 
 
                                                 
 
8
 Collection de sang qui s'est enkystée (isolée par l'intermédiaire d'une membrane plus ou moins épaisse). 
9
 Tissu de soutien relativement solide et plus ou moins fibreux dont le rôle consiste à protéger les organes qu’il entoure.  
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Figure I.5 : Schéma des étapes de la guérison osseuse dans le cas de fracture 
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I.1.4.2. Cas des défauts de taille critique 
 
Certains auteurs ont émis l’hypothèse qu’au-delà du fait qu’il existe une certaine mobilité 
entre les fragments osseux lésés, ce serait plutôt la taille et la géométrie de l’espace 
interfragmentaire qui auraient une plus grande influence sur le déroulement et la réussite de la 
réparation osseuse suite à une fracture (Gomez-Benito et al., 2005). Leurs résultats suggèrent 
que plus l’espace est large, plus la mobilité entre les fragments est grande et plus le cal osseux 
formé est petit. Ainsi, si le défaut atteint une certaine dimension, le tissu ne sera plus capable 
de créer d’union entre les fragments et d’initier sa réparation seul sans aide extérieure, on parle 
alors de défauts de taille critique. La valeur de la taille critique dépend de nombreuses variables 
telles que l’os concerné, sa structure, l’endroit du défaut ou encore la manière dont il s’est créé. 
Encore actuellement, la réparation de ces défauts de grande taille et des pertes de 
matière osseuse reste un problème majeur en médecine régénérative. Dans ces types de 
situation, il est essentiel d’intervenir, le plus souvent chirurgicalement, afin de réaligner et 
repositionner les fragments osseux dans des conditions favorables à la réparation. De plus, les 
chirurgiens ont très souvent recours à l’implantation de matériaux de substitution. Ces substituts 
osseux permettent de remplir plusieurs fonctions : 
- Maintenir la jonction osseuse et garantir l’union entre les fragments lorsque celle-ci 
ne peut se faire naturellement ou se fait mal (cas des pseudarthroses10 générées par 
une infection ou des fractures comminutives11 par exemple)  
- Et/ou permettre, favoriser voire accélérer la guérison et la régénération osseuse 
dans des situations où celle-ci n’est pas possible ou est retardée. 
- Et/ou assurer un soutien mécanique malgré la fracture au niveau du site lésé mais 
également au niveau de l’os afin qu’il puisse jouer son rôle de support notamment en 
sites porteurs. 
- Et/ou combler des vides osseux laissés notamment par l’excision de tumeurs, 
d’ostéotomie ou d’usure anormale d’articulation.  
- Et/ou fusionner des fragments osseux ou des os entiers dans les cas de fusion 
intervertébrale ou métacarpienne (arthrodèses) par exemple.  
Ces solutions de substitution font l’objet du paragraphe suivant. Les caractéristiques 
attendues de ces matériaux ainsi qu’une présentation globale des différentes solutions 
disponibles ou en cours d’étude y seront exposées.  
 
                                                 
 
10
 Absence de consolidation de 2 fragments osseux survenant après fracture. 
11
 Fractures qui comportent de nombreux fragments 
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I.2. Matériaux de substitution osseuse 
 
Depuis très longtemps, l’Homme a cherché à remplacer des parties lésées de son corps. 
Des recherches archéologiques ont montré que dès la période préhistorique, il utilisait divers 
matériaux naturels comme des coquillages, du corail, de l’ivoire ou encore des os humains et 
d’animaux afin de substituer des pertes dentaires et probablement osseuses. Progressivement, 
des alternatives synthétiques ont été étudiées et utilisées avec plus ou moins de succès, en 
tant que prothèses dentaires ou osseuses comme du plâtre, du caoutchouc, du plomb, du zinc, 
du cuivre, de l’or ou de l’argent. Malheureusement, très peu de ces matériaux étaient 
appropriés à de telles applications car trop fragiles, trop mous ou bien encore trop toxiques. De 
nos jours, de par nos connaissances du système osseux et des avancés techniques notamment 
en terme de génie des matériaux, de nombreuses solutions plus adaptées sont proposées dans 
ce domaine afin d’améliorer les conditions de vie et de diminuer le temps d’immobilisation des 
personnes atteintes de pathologies ou traumas impactant le tissu osseux.  
Avec le vieillissement de la population et l’augmentation des causes d’accidents 
générateurs de trauma osseux (accidents de la route, sports, …), on dénombre chaque année 
dans le monde près de 2,2 millions de procédures de greffes osseuses dans les domaines de 
l’orthopédie, de la chirurgie craniale, maxillo-faciale ou encore plastique, représentant un 
marché dont les ventes s’élèvent à 2,5 milliards de dollars. Ce sont autant de raisons qui font 
que de nombreux efforts ont été réalisés et continuent à l’être dans la recherche et le 
développement de nouveaux substituts osseux toujours plus performants.  
 
I.2.1. Caractéristiques d’un substitut osseux 
 
Comme cela a été décrit dans les sections précédentes, l’os a la faculté d’orchestrer seul 
les mécanismes de sa propre réparation afin d’aboutir à la formation d’un tissu régénéré dont 
les caractéristiques chimiques, physiques et biologiques sont identiques au tissu initial. 
Cependant, dans certaines conditions (pertes et cavités osseuses, non union des fragments 
fracturés, maladies,…), la réparation osseuse ne peut se faire correctement sans aide 
extérieure. Il est donc, dans de nombreux cas, nécessaire d’avoir recours à des substituts 
osseux permettant de combler des défauts et vides osseux, maintenir le contact entre les 
parties lésées, assurer l’invasion cellulaire et vasculaire, stimuler ou accélérer la guérison ou 
encore supporter les contraintes mécaniques déficientes. Dans ce contexte, le substitut n’est 
généralement pas mis en place de manière permanente mais il doit être progressivement 
résorbé au profit de la repousse de l’os qui le remplace. Ainsi un substitut osseux, utilisé en 
régénération osseuse, devrait idéalement présenter les caractéristiques suivantes : 
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I.2.1.1. Biocompatibilité 
 
La biocompatibilité peut être considérée comme la capacité d’un matériau étranger à être 
accepté et/ou toléré par le corps. Un matériau biocompatible sera accepté par le système 
immunitaire de l’hôte tandis qu’un matériau non-biocompatible engendrera une réaction 
inflammatoire importante et sera mal toléré par le corps receveur. C’est donc un des premiers 
paramètres à rechercher pour le développement d’un biomatériau. 
 
I.2.1.2. Bioactivité/Ostéointégration 
 
La bioactivité peut être définie comme la propriété d’engendrer des réponses biologiques 
spécifiques à l’interface implant/tissu receveur, résultant de la formation de liaisons entre les 
tissus et le matériau (Hench, 1991). La bioactivité s’oppose à la bio-inertie mais différents 
degrés de bioactivité peuvent être rencontrés suivant les matériaux en fonction de la vitesse, 
des mécanismes et de la force de liaison avec les tissus et de l’épaisseur de la couche 
interfaciale implant/tissu. Dans le cas des substituts osseux, la bioactivité est généralement 
désignée en terme d’ostéointégration qui est régulièrement définie comme la capacité d’un 
matériau à adhérer à la surface de l’os hôte sans couche de tissu fibreux (Mauffrey et al., 
2011). L’ostéointégration est donc intimement liée à la qualité des liaisons que le tissu osseux 
créé avec le matériau.  
In vivo, cette intégration se déroule en plusieurs étapes et implique notamment 
l’adhésion des cellules osseuses, en particulier les ostéoblastes, à la surface du matériau 
implanté (Anselme, 2000). Ainsi, il y a, en premier lieu, adsorption de molécules biologiques 
issues des fluides environnants et des sécrétions cellulaires à la surface du substitut. Ces 
molécules sont principalement des protéines que l’on retrouve dans la matrice extracellulaire 
comme, entre autres, la fibronectine, la vitronectine, l’ostéopontine ou bien le collagène. 
Ensuite, les cellules interagissent et forment des liaisons avec ces protéines via des récepteurs 
(intégrines  et situés sur leur membrane cellulaire (Figure I.6). Enfin, une fois adhérées, les 
cellules établissent des connections entre elles pour communiquer (échanges ioniques ou de 
signaux) via des tunnels les reliant (« gap junction ») et des cadhérines12. Elles synthétisent 
ensuite leurs propres protéines collagéniques et non-collagéniques de la matrice extracellulaire 
afin de créer un environnement favorable pour proliférer, se différencier et pour former une 
interface entre le matériau étranger et les tissus de l’hôte. La force de liaison à cette interface 
caractérise l’ostéointégration. Si les liaisons implant/tissu ne sont pas bonnes (faible ou non-
ostéointégration), le matériau subira une encapsulation fibreuse, c'est-à-dire qu’une couche de 
tissu collagénique se formera de manière excessive par les fibroblastes en surface du matériau 
(Ratner, 2002 ; Song et al., 2000 ; Takahashi et al., 2010). L’encapsulation fibreuse se produit 
                                                 
 
12
 Classe de glycoprotéines qui s'expriment à la surface cellulaire. 
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généralement lorsqu’il existe une interface très faiblement stable mécaniquement, elle est donc 
à éviter au maximum. Ainsi, il est important de prendre en compte certaines caractéristiques 
physico-chimiques de la surface du biomatériau puisqu’elles peuvent potentiellement influencer 
l’adhésion cellulaire et l’ostéointégration. Parmi ces caractéristiques physico-chimiques, on peut 
citer la chimie de surface (composition, charge, caractère hydrophile/hydrophobe, énergie de 
surface), sa structure (topographie, cristallinité) ou les contraintes mécaniques qui s’y 
appliquent. 
Couche de protéines comportant une séquence RGD (vitronectine, fibronectine,…)
Matériau
Integrines
α β
Cadherines
Gap 
junction
Ca2+
Na+
K+
α βα β
Ostéoblaste
RGD RGD RGD
 
Figure I.6 : Mécanisme d’adhésion et de communication des cellules ostéogéniques sur un biomatériau 
 
I.2.1.3. Non toxicité 
 
Bien que cette caractéristique soit à première vue évidente lorsque l’on traite de 
biomatériaux implantables, elle est d’autant plus importante dans le cas de substitut osseux. Un 
matériau utilisé comme substitut osseux doit présenter une sécurité totale à court terme mais 
également à long terme dans la mesure où les processus de réparation osseuse peuvent 
s’étaler sur plusieurs mois voire plusieurs années. Il faut également porter une attention 
particulière aux sous-produits de dégradation puisque ces matériaux sont destinés à être 
progressivement résorbés au profit du tissu osseux néo-formé. Si un matériau ne montre pas 
de toxicité sous sa forme initiale, il est possible que sa dégradation ou sa dissolution libère des 
éléments ou des facteurs plus ou moins nocifs à l’organisme tels que des ions (plomb, 
cobalt,…), des sous-produits de synthèse (monomères,…) ou encore des acides/bases en 
quantité importante. Inversement des matériaux contenant des éléments potentiellement 
toxiques (aluminium par exemple) peuvent ne présenter aucun danger s’ils ne sont pas (ou très 
peu) dégradés dans l'organisme. C'est le cas par exemple de l'alumine alpha, largement utilisée 
comme biocéramique. 
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I.2.1.4. Stabilité/Résistance mécanique 
 
Comme nous l’avons vu précédemment, la stabilité mécanique est un paramètre 
particulièrement important et influant sur les processus de réparation osseuse. Un soutien et un 
contact permanent doivent être maintenus entre les tissus lésés. Ainsi, les propriétés 
mécaniques qui vont être demandées au substitut dépendent de l’application visée, de l’endroit 
où il va être utilisé, des conditions d’implantation et de la nature de l’os qu’il remplace. 
Habituellement, deux types de zones sont distingués : les zones porteuses (soutenant le poids 
du corps) et les zones non porteuses. Les performances désirées seront plus contraignantes 
dans le premier cas que dans le second. 
Il est également important de considérer la répartition des contraintes mécaniques entre 
l’os et l’implant. En effet, pour pouvoir se renouveler et permettre l’ostéointégration de l’implant, 
le tissu osseux a besoin d’être stimulé mécaniquement. Ainsi, si les contraintes mécaniques 
sont uniquement supportées par l’implant, la régénération osseuse ne sera pas stimulée ni 
favorisée, conduisant à terme à la non-intégration du substitut, on parle alors de stress 
shielding. Le cas idéal serait d’avoir un substitut osseux présentant des propriétés mécaniques 
similaires à l’os qu’il remplace. 
 
I.2.1.5. Ostéoconduction/Ostéoinduction/Ostéogénicité 
 
La propriété ostéoconductrice d’un matériau décrit sa capacité à favoriser la repousse 
osseuse lorsqu’il est placé en site osseux. C’est une propriété du biomatériau caractérisant la 
facilité d’invasion vasculaire et cellulaire à partir du tissu receveur jusqu’à la surface du 
matériau et éventuellement au sein d’un substitut poreux. Un biomatériau ostéoconducteur joue 
le rôle de support pour guider les différentes lignés cellulaires impliquées dans la reconstruction 
osseuse. 
L’ostéoinduction est définie par la SOFROT (Société Française de Recherche 
Orthopédique) comme « la capacité d’induire la différenciation cellulaire pour synthétiser la 
matrice osseuse minéralisable (recrutement, différenciation et prolifération des cellules 
souches) ». Cette propriété est généralement attestée, lors de tests d’implantation spécifiques, 
par la promotion de tissu osseux en site non-osseux (sous la peau ou dans les muscles). Un 
substitut ostéoinducteur stimule et active les cellules progénitrices présentes dans les tissus 
environnants et induit leur différenciation en cellules ostéoblastiques. Il est aujourd’hui admis 
que la capacité ostéoinductrice est liée à la présence de facteurs ostéogéniques et en 
particulier des facteurs de croissance tels que les BMPs. La présence des facteurs de 
croissance peut être intrinsèque au biomatériau ou bien provenir des fluides environnants. Bien 
que les mécanismes de l’ostéoinduction soient encore peu connus et faiblement documentés, 
certains auteurs soutiennent que le potentiel ostéoinducteur peut être contrôlé en jouant sur 
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certains paramètres physico-chimiques des biomatériaux tels que la composition chimique, la 
topographie de surface ou la géométrie du substitut (LeGeros, 2008 ; Yuan et al., 2010).  
Le potentiel ostéogénique caractérise les environnements qui permettent l’ostéogénèse, 
c’est-à-dire la formation osseuse proprement dite. Ce caractère est directement apporté par les 
cellules ostéoformatrices (les ostéoblastes matures). Ainsi, un substitut ostéogénique serait 
donc un matériau qui contiendrait ou recruterait des cellules ostéoformatrices viables 
conduisant à une néoformation osseuse rapide et « de l’intérieur ». 
 
I.2.1.6. Porosité 
 
La porosité est souvent considérée comme essentielle lorsque l’on traite de substitut 
osseux. Elle permet aux vaisseaux sanguins et aux cellules d’envahir le biomatériau mais 
également aux facteurs de croissance et aux nutriments d’être transportés au sein du matériau 
et aux déchets métaboliques d’être évacués. Il est donc nécessaire que les pores du substitut 
soient interconnectés, c’est-à-dire accessibles depuis l’extérieur du matériau. Il a été démontré 
qu’une porosité comprise entre 150 et 500 µm (macropores) était optimale pour la croissance 
osseuse (Giannoudis et al., 2005). Une porosité, dont le diamètre des pores serait inférieur à 5 
µm, peut également être nécessaire dans la mesure où une plus grande surface spécifique 
entraîne une plus grande quantité de protéines utiles à la réparation osseuse potentiellement 
adsorbées et diminue la quantité de matière à résorber. De plus, il a été reporté qu’une telle 
porosité pouvait également jouer le rôle de « micro-réservoir » pour des médiateurs 
biologiques, comme des facteurs de croissance. En effet, ces agents ne peuvent stimuler les 
cellules qu’au delà d’une certaine concentration seuil, ainsi les réservoirs engendrés par la 
présence des pores permettraient une accumulation de ces facteurs et d’atteindre des 
concentrations adéquates en agent stimulant (Drouet et al., 2008b).  
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I.2.1.7. Résorbabilité 
 
Dans la mesure où ces substituts sont destinés à disparaître au fur et à mesure que l’os 
croît, la résorbabilité des matériaux qui les compose est un paramètre clé à ne pas négliger. 
Une définition de ce terme pourrait être, dans le cas qui nous intéresse : « l’altération dans un 
environnement biologique d’un matériau résultant d’une activité cellulaire, enzymatique, 
bactérienne ou virale ». Cependant, l’on distingue généralement 3 termes qui peuvent y être 
associés : la biodégradation, la biorésorption et la biodissolution. La biodégradation correspond 
à la perte des propriétés physiques du matériau (sans preuves d’élimination par le corps), la 
biodissolution à la perte des propriétés chimiques et enfin la biorésorption implique une 
biodégradation qui aboutit à la disparition du matériau, les produits de dégradation étant 
éliminés par voie rénale ou métabolisés. L’idéal, dans ce cas, serait donc d’avoir un substitut 
biorésorbable avec une vitesse de résorption contrôlable afin de s’adapter à la croissance des 
cellules et des tissus in vivo. En effet, il est important que la vitesse de résorption suive la 
vitesse de reconstruction du tissu osseux. Une résorption trop rapide entrainerait une perte du 
soutien mécanique et du contact avec le tissu tandis qu’une résorption trop lente aboutirait à 
une repousse osseuse altérée.  
 
I.2.1.8. Industrialisation 
 
Le changement d’échelle (industrialisation) et l’emploi par l’utilisateur final sont des 
aspects souvent négligés lorsqu’un matériau est au stade de la recherche. Cependant, ces 
points sont importants puisqu’ils conditionnent l’avenir du substitut envisagé.  
Dans le domaine médical, les coûts sont encore souvent relayés au second plan derrière 
les propriétés bénéfiques que peuvent apporter les nouvelles technologies. Cependant, il est 
tout de même important de prendre en considération ce facteur afin de ne pas imputer aux 
patients de lourdes charges financières supplémentaires en plus du trauma « physique » déjà 
subi lors de l’intervention chirurgicale.  
Malheureusement, les solutions proposées à l’heure actuelle peinent à rassembler toutes 
les caractéristiques citées précédemment. Une présentation des principales voies développées 
et utilisées actuellement ainsi que leurs avantages et inconvénients majeurs est exposée dans 
les sections qui suivent.  
 
Chapitre I – Revue bibliographique 
 30 
I.2.2. Les autogreffes et allogreffes 
 
L’os est le deuxième tissu le plus transplanté dans le monde avec près de 2,2 millions de 
greffes par an (Giannoudis et al., 2005). Plusieurs stratégies s’offrent aux cliniciens lorsqu’un 
défaut osseux à besoin d’être comblé et généralement, la première envisagée est l’autogreffe. 
Cette procédure consiste à utiliser un fragment osseux issu du patient lui-même (le plus 
souvent prélevé au niveau de la crête iliaque) afin de le transplanter dans le site à combler. 
L’autogreffe possède l’avantage de fournir un support ostéoconducteur contenant des cellules 
ostéogéniques et des facteurs ostéoinducteurs (Miron et al., 2011), c’est pourquoi elle est très 
fréquemment considérée comme le substitut osseux idéal (« gold standard ») et sert souvent de 
référence dans les études pour évaluer les performances d’autres substituts. Cependant, le 
prélèvement de tissu autologue présente des inconvénients importants. Tout d’abord, la 
quantité de tissu pouvant être prélevée est faible et les autogreffes ne possèdent qu’une faible 
intégrité structurale, il n’est donc pas pensable de les utiliser dans le cas de défauts de grande 
taille. Ensuite, ces procédures sont souvent accompagnées de complications majeures ou 
mineures, telles que des douleurs persistantes. Il faut noter également que le prélèvement 
autologue nécessite un second site opératoire, ce qui entraîne un accroissement du risque 
infectieux et une augmentation du temps d’opération (Brown & Ferguson, 1980).  
Pour palier ces problèmes, l’emploi d’allogreffes est de plus en plus répandu dans ce 
type de situation. Elles consistent à utiliser des tissus prélevés sur d’autres sujets, notamment 
des cadavres. Bien que les quantités disponibles soient plus importantes, l’utilisation de tissu 
d’origine étrangère au patient est alors susceptible d’engendrer des intolérances immunitaires 
par l’organisme hôte. Une telle pratique nécessite également des banques d’os sous contrôle 
strict dans la mesure où les allogreffes peuvent être les véhicules potentiels d’agents viraux 
(hépatite, SIDA) et infectieux ou de toxines. Enfin, les résultats cliniques obtenus à l’issue de la 
transplantation d’allogreffes sont variables (Almasri et al., 2012 ; Becker et al., 1996 ; Leunig et 
al., 1999 ; Simmons et al., 1974 ; Urist, 1972). En effet, en fonction des techniques de 
préparation et de conservation des greffes utilisées, les propriétés ostéogéniques, 
ostéoinductrices et/ou mécaniques initiales ne sont pas systématiquement conservées. 
En raison des désavantages impliqués par l’utilisation d’autogreffes et d’allogreffes 
évoqués ci-dessus, il est nécessaire de trouver des solutions alternatives. Un récapitulatif non-
exhaustif de ces solutions, classées selon les trois principaux types de matériaux (polymères, 
métaux et céramiques), est présenté dans les paragraphes suivants. 
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I.2.3. Les polymères 
 
La synthèse des polymères est apparue très récemment en comparaison des deux 
autres sortes de matériaux (métaux et céramiques), puisque les polymères n’ont été découverts 
qu’au XIXème siècle. Deux classes de biopolymères résorbables utilisés (ou en cours de 
développement) sont distinguées : les polymères naturels et les polymères synthétiques.  
 
I.2.3.1. Les polymères naturels 
 
Parmi cette famille de polymères on retrouve les protéines qui composent la partie 
organique du tissu osseux, à savoir les matrices osseuses déminéralisées (généralement 
désignées sous le terme de DBM pour « Demineralized Bone Matrix ») ou le collagène pur. 
Bien qu’ils semblent présenter un potentiel ostéoinducteur, ces polymères sont issus des 
mêmes sources que les tissus des allogreffes (généralement obtenu après traitement acide), ils 
souffrent donc des mêmes inconvénients (variabilité des lots, faibles propriétés mécaniques et 
risques de réponse immunitaire importante) (Brown & Ferguson, 1980). 
D’autres polymères naturels issus de protéines (comme la fibrine) ou de polysaccharides 
(comme le chitosan ou l’alginate) sont également utilisés seul ou en association, pour ces 
applications, en raison de leur excellente biocompatibilité. Mais, une nouvelle fois, leur origine 
biologique induit des caractéristiques variables tant au niveau biologique que physico-chimique, 
auxquelles s’ajoutent une faible disponibilité, des prix souvent élevés et des difficultés de mise 
en forme (Sabir et al., 2009). Malgré le développement des techniques de bioingénierie, 
permettant par exemple de produire du collagène d’origine naturelle avec une composition 
constante, les prix souvent élevés de ces matériaux font que les alternatives synthétiques sont 
souvent favorisées afin de s’affranchir des inconvénients engendrés par les matériaux d’origine 
naturelle. 
 
I.2.3.2. Les polymères synthétiques 
 
Il existe une très grande diversité de polymères synthétiques présentant une palette de 
propriétés physiques et chimiques très étendue. Durant la première moitié du XXème siècle, les 
recherches axées sur l’obtention de polymères toujours plus performants ont fait naître un 
grand nombre de composés en laissant derrière elles des compositions jugées comme 
instables dans le temps. Depuis ces trente dernières années, un regain d’intérêt est porté à ces 
matériaux mis de côté, pour des applications où la disparition du produit dans le temps et dans 
des conditions données est désirée, comme c’est notamment le cas pour la réparation osseuse. 
Aujourd’hui, l’utilisation de polymères biodégradables in vivo est une pratique courante dans le 
domaine médical (sutures, substituts temporaires,…). En ce qui concerne les substituts 
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utilisables en régénération osseuse, plusieurs candidats sont actuellement utilisés et en cours 
d’étude. Voici une liste non exhaustive de ces polymères biorésorbables pour applications 
osseuses (Chim et al., 2006 ; Gelinsky et al., 2008 ; Ishaug et al., 1997 ; Kotela et al., 2009 ; 
Meinel et al., 2004 ; Middleton & Tipton, 2000 ; Rezwan et al., 2006 ; Sabir et al., 2009) :  
- les acides polyglycoliques (PGA) 
- les acides polylactiques (PLA) 
- les polycaprolactones (PCL) 
- les polypropylènes fumarate (PPF) 
- les polyhydroxyalkanoates (PHA) 
- les polyorthoesters (POE) 
- les polyphosphazènes 
Ces polymères offrent des caractéristiques particulièrement intéressantes et modulables 
pour en faire des matériaux de substitution osseuse. Ils sont tous biocompatibles et il est 
possible, pour la majorité de ces composés, de contrôler et d’ajuster leur taux de résorption 
ainsi que leurs propriétés mécaniques. Les paramètres influençant la vitesse de dégradation et 
la tenue mécanique sont nombreux et comprennent notamment le poids moléculaire, le taux de 
cristallinité ou la nature des monomères (homo ou copolymère, conformation). Un des aspects 
particulièrement intéressant des polymères réside dans leur facilité de mise en forme et la 
variété des techniques associées (Sabir et al., 2009). A titre d’exemple, il est ainsi possible de 
synthétiser des polymères poreux par tissage fibreux (Mikos et al., 1993), lyophilisation 
d’émulsion (emulsion freeze-drying) (Whang et al., 1995), dissolution sélective d’agent 
porogène (porogen leaching) (Oh et al., 2003), par électrospinning (Liu et al., 2012), séparation 
de phase (Kim et al., 2004 ; Shin et al., 2005) ou encore en utilisant les techniques par fluides 
supercritiques (Mathieu et al., 2005). Les techniques modernes de prototypage rapide (le « 3D 
printing » ou le « fused deposition modeling ») sont également bien adaptées aux polymères et 
sont de plus en plus développées afin de construire une architecture poreuse complexe en trois 
dimensions applicable au domaine médical (Stevens et al., 2008).  
 
Cependant, l’utilisation de ces polymères en reconstruction osseuse présente certains 
désavantages. En effet, toutes ces méthodes de mise en forme ne permettent pas 
systématiquement d’obtenir des propriétés homogènes et impliquent souvent l’utilisation de 
solvants toxiques susceptibles d’être retrouvés dans le produit final. De plus, la plupart des 
polymères synthétiques ne sont pas ou très faiblement bioactifs. Ils fournissent de bons 
supports (scaffolds) pour les cellules souches ou ostéoformatrices mais ne vont pas interagir 
avec elles pour les stimuler si des molécules bioactives (notamment des facteurs de 
croissance) n’y sont pas associées. Ensuite, bien que les propriétés mécaniques et de 
dégradation de ces biomatériaux puissent être ajustées, il est difficile d’obtenir à la fois une 
bonne tenue mécanique et des vitesses de biodégradation adaptées. C’est pourquoi 
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aujourd’hui, ces polymères sont utilisés dans deux types d’applications distinctes : ils servent 
soit de systèmes de fixations (vis, plaques,…) pour leurs bonnes propriétés mécaniques avec 
de faibles taux de dégradation, soit de scaffold en ingénierie tissulaire pour l’ensemencement 
de cellules (progénitrices ou différenciées) lorsque les propriétés mécaniques ne sont pas 
essentielles mais que la dégradation in vivo est nécessaire. Suivant le mode de biorésorption, il 
est également possible que les polymères perdent leur intégrité structurale au cours de la 
dégradation ce qui en limite leur utilisation. Enfin, certains de ces polymères, en particulier les 
polyesters (PGA, PLA et copolymères), ont montré des problèmes de réactions inflammatoires 
liées à la libération massive de sous produits de dégradation acides surtout si la capacité des 
tissus environnants à éliminer ces sous-produits est faible (pauvre vascularisation ou faible 
activité métabolique) ou si les quantités générées sont importantes (implants massifs). Il en 
résulte une diminution locale du pH ce qui peut avoir pour conséquence d’endommager les 
tissus environnants.  
 
Ainsi, les polymères sont souvent utilisés dans des composites en combinaison avec 
d’autres types de composés afin d’obtenir un matériau qui associe les propriétés bénéfiques de 
chacun. Les autres types de matériaux (métaux et céramiques) utilisés dans le domaine 
médical pour des applications osseuses sont présentés dans les sections suivantes.  
 
I.2.4. Les métaux 
 
L’utilisation des métaux est très répandue en chirurgie orthopédique. De nombreux 
implants osseux sont métalliques en raison de leurs bonnes propriétés mécaniques (solidité, 
haut module élastique, ductilité, résistance à la fatigue, à la torsion,…), ce qui les rend 
notamment aptes à servir de support physique en zone porteuse. Ainsi, ils composent de 
nombreuses prothèses de hanche, de genou, des systèmes de fixation et d’ostéosynthèses 
(vis, plaques, agrafes,…) ou encore des dispositifs d’arthrodèse. Les métaux les plus 
rencontrés pour ce type d’applications sont l’acier inoxydable, le titane et ses alliages et les 
alliages cobalt-chrome (Co-Cr) en raison de leur biocompatibilité. Bien qu’ils soient approuvés 
et commercialisés, ces métaux souffrent de certaines limitations. Ils sont tout d’abord 
permanents, c'est-à-dire qu’ils ne permettent pas la repousse osseuse par résorption 
progressive, ce qui nécessite une implantation définitive ou une seconde opération chirurgical 
pour les retirer. De plus, leurs propriétés mécaniques surpassent parfois celles de l’os et 
impliquent une mauvaise ostéointégration (stress shielding). Ils peuvent également engendrer 
des complications immunitaires ou inflammatoires en raison des phénomènes de biocorrosion 
qu’ils subissent. En effet, bien qu’ils soient biocompatibles et supposés inoxydables, une 
corrosion inévitable s’installe sur le long terme et peut être amplifiée par les fluides biologiques 
(enzymes, protéines,…). La libération d’ions métalliques potentiellement toxiques ou de débris 
de corrosion qui en résulte peut entraver la biocompatibilité de ces alliages, engendrer des 
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réponses inflammatoires importantes, voire inhiber certains facteurs impliqués dans l’ostéo-
formation ou stimuler la perte et la résorption osseuse (Stevens et al., 2008). Enfin, un des 
inconvénients limitant l’utilisation des métaux en tant que biomatériaux réside dans leur 
bioinertie intrinsèque : aucun des métaux cités précédemment ne présente de propriétés 
bioactives sous forme native, ce qui limite les interactions biologiques, la fixation cellulaire et 
donc leur pérennité dans le site d’implantation. De nombreux efforts de recherche ont été 
menés afin d’aboutir à l’amélioration de la bioactivité et de l’ostéointégration de ces matériaux. 
Cela a pu être possible grâce à la mise en place de nouvelles méthodes d’élaboration et de 
mise en forme des matériaux ainsi que des techniques de modification de surface. Il est donc 
aujourd’hui possible d’obtenir des métaux poreux permettant l’envahissement cellulaire et par 
conséquent de meilleures interactions biologiques. Les premières méthodes de mise en forme 
utilisées pour ajouter de la porosité aux métaux utilisaient l’atomisation (plasma spraying), le 
tissage fibreux ou le frittage de billes/poudres mais ces techniques ne fournissent pas de 
contrôle précis de la porosité ni un volume poreux suffisant. En revanche le développement des 
procédés de prototypage rapide adaptés aux métaux, comme par exemple la technique de 
fusion sélective assistée par laser, semblent apporter des solutions plus adaptées aux besoins 
spécifiques de la réparation osseuse (Hunt et al., 2005). C’est ainsi qu’ont pu être obtenus des 
implants en titane poreux, modifiés en surface par traitements acido-basiques, ayant des 
propriétés ostéoinductives reproductibles chez le chien (Fujibayashi et al., 2004 ; Fukuda et al., 
2011 ; Hunt et al., 2005 ; Pattanayak et al., 2011). 
 
De nouvelles stratégies moins conventionnelles ont également vu le jour ces dernières 
années en matière de métaux bioactifs. Il est intéressant de citer notamment le développement 
des implants en tantale poreux, un autre métal connu pour son excellente biocompatibilité, sa 
résistance à la corrosion et à l’érosion. Par dépôt utilisant la technique de « Chemical Vapor 
Deposition » (CVD) sur un squelette de carbone vitreux, il est possible d’obtenir des structures 
extrêmement poreuses semblables à l’os spongieux (75 à 80 % de porosité), constituées à 99 
% de tantale, tout en conservant des propriétés mécaniques intéressantes (Bobyn et al., 1999 ; 
Levine et al., 2006). Un intérêt tout particulier est aussi porté sur des implants à base de 
magnésium métallique. Autrefois abandonné en raison de sa très faible résistance à la 
corrosion, il est aujourd’hui reconsidéré pour des applications osseuses en tant que substitut 
biodégradable (Staiger et al., 2006).  
 
Bien que ces nouvelles techniques apparaissent comme prometteuses pour 
contrebalancer les inconvénients liés à l’utilisation des métaux en tant que substituts osseux, de 
nombreux développements sont encore nécessaires pour obtenir des biomatériaux métalliques 
biologiquement actifs et satisfaisants. Nous allons donc nous intéresser à la troisième et 
dernière des grandes classes de matériaux utilisés en réparation osseuses que représentent 
les céramiques. 
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I.2.5. Les céramiques 
 
Les céramiques représentent la troisième principale classe de biomatériaux osseux aux 
côtés des métaux et des polymères. Ce sont les premiers matériaux que l’Homme a su 
synthétiser notamment grâce à la découverte du feu en transformant l’argile en céramique pour 
en faire des poteries. Cette révolution apportée par les céramiques a indéniablement contribué 
à l’amélioration de la qualité de vie des Hommes et de son prolongement. De nos jours, elles 
jouent encore ce rôle avec l’utilisation que nous en faisons dans le domaine médical pour 
réparer et reconstruire des parties malades ou endommagées du corps humain et pour 
lesquelles nous les nommons « biocéramiques ». Les biocéramiques employées pour des 
applications osseuses ou dentaires peuvent être dissociées en deux sous-groupes : les 
biocéramiques bio-inertes et les biocéramiques bioactives. 
 
I.2.5.1. Les céramiques bio-inertes 
 
Les céramiques regroupent une quantité très importante de composés et nombre d’entre 
eux ont été testés pour devenir des biocéramiques. Cependant, très peu ont dépassé le stade 
de la recherche et ont connu des applications cliniques. Parmi les premiers à avoir passé ce 
cap et à être largement utilisés, citons l’alumine de formule Al2O3 (Hench, 1991). Utilisée très 
pure et sous forme monocristalline (saphir) ou polycristalline, l’alumine compose de 
nombreuses prothèses de hanche, de genou, de vis osseuses, de substituts pour la 
reconstruction maxillo-faciale, d’implants dentaires,… (Bizot et al., 2002 ; Christel et al., 1988 ; 
Hench, 1998) Les raisons de cette large utilisation sont une bonne biocompatibilité, une 
excellente résistance à la corrosion et à l’usure ainsi qu’une forte tenue mécanique sous sa 
forme non poreuse, bien qu’ayant un comportement fragile, ce qui en fait un bon candidat pour 
des applications en zone porteuse. Cependant, l’alumine ne possède pas de propriétés 
bioactives et entraine une encapsulation fibreuse lors de son implantation, malgré une 
épaisseur de tissu fibreux généralement faible.  
A l’instar des métaux, l’ajout de porosité interconnectée a été utilisé pour améliorer la 
fixation biologique et l’ancrage de ces matériaux dans le tissu osseux (Hing, 2005). En 
revanche, les modes de synthèse et de mise en forme sont différents et impliquent le plus 
souvent des hautes températures. Étant stable chimiquement, d’autres mécanismes d’addition 
de porosité ont pu être développés (Bose et al., 2002 ; Holland et al., 1998 ; Lyckfeldt & 
Ferreira, 1998). Il est ainsi possible de réaliser des pièces en alumine poreuse en ajoutant lors 
de la synthèse des agents porogènes d’origine organique, métallique ou minérale susceptibles 
de se transformer en gaz lors de traitement thermique à haute température, de se dissoudre ou 
d’être détruits par action chimique laissant ainsi la place à des cavités de différentes formes et 
tailles, formant ainsi les pores.   
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Il peut être également intéressant de mentionner dans cette section, les biocéramiques à 
base de zircone (ZrO2) (Hench, 1991). Ces biocéramiques, et notamment les zircones 
partiellement stabilisées (PSZ) et les polycristaux de zircone tétragonale (TZP), possèdent 
d’intéressantes propriétés mécaniques qui semblent surpasser celles des céramiques 
traditionnelles tout en étant biocompatibles (Piconi & Maccauro, 1999). En stabilisant certaines 
phases cristallines « haute température » de la zircone par ajout d’oxydes tels celui d’yttrium, 
de magnésium ou de calcium, les PSZ et les TZP allient les caractéristiques des céramiques 
(résistance chimique, mécanique) avec certaines  propriétés des métaux (résistance à la 
diffusion de fissures, élasticité). Ils se révèlent donc être de très bons matériaux pour fabriquer 
des implants orthopédiques et notamment des prothèses totales de hanche, leur principale 
utilisation à l’heure actuelle. Cependant, les céramiques à base de zircone, tout comme celles à 
base d’alumine, ne possèdent pas de propriétés bioactives. La section suivante va se focaliser 
sur les biocéramiques connues, au contraire, pour présenter ces facultés. 
 
I.2.5.2. Les céramiques et les bioverres bioactifs 
 
La structure amorphe des verres et leurs propriétés singulières leur valent souvent d’être 
classés comme des matériaux différents des céramiques, cependant leur composition chimique 
identique permet de les considérer ensemble. Dans la famille des biocéramiques, il existe ainsi 
une gamme de composés amorphes présentant des propriétés de bioactivité après 
implantation. C’est d’ailleurs sur ce type de biocéramiques qu’a été mis en évidence pour la 
première fois le phénomène de bioactivité (Hench & Clark, 1978). La composition des bioverres 
bioactifs est généralement comprise dans le système SiO2/CaO/Na2O/P2O5 en différentes 
proportions avec parfois l’inclusion de faibles quantités d’autres constituants comme CaF2 ou 
B2O3. Les bioverres sont non poreux mais la variation des proportions des différents oxydes 
permet de contrôler la solubilité du matériau, pouvant aller de non-résorbable à hautement 
soluble. Il est également possible d’engendrer une cristallisation partielle des verres par ajout 
de certains éléments ou en variant les proportions en oxydes. On obtient alors des verres-
céramiques dans lesquels des cristaux sont répartis dans une matrice amorphe. La nature des 
cristaux dépend de la composition du verre-céramique et comprend souvent de l’apatite 
phosphocalcique, de la wollastonite (CaSiO3), de la phlogopite (KMg3AlSi3O10) ou encore du 
mica (famille de silicate d’aluminium et de potassium). Le Tableau I.5 présente la composition de 
quelques bioverres et bioverres-céramiques commerciaux. 
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Composants
(% massique)
45S5 
Bioglass®
45S5.4F 
Bioglass®
45B15S5 
Bioglass®
52S4.6 
Bioglass®
55S4.3 
Bioglass®
KGC 
Ceravital®
KGS
Ceravital®
KGy213
Ceravital®
A/W
Glass-ceramic
MB
Glass-ceramic
Structure
Verre et 
verre-céramique
Verre Verre Verre Verre Verre-céramique Verre-céramique Verre-céramique Verre-céramique Verre-céramique
SiO2 45 45 30 52 55 46.2 46 38 34.2 19-52
P2O5 6 6 6 6 6 16.3 4-24
CaO 24.5 14.7 24.5 21 19.5 20.2 33 31 44.9 9-3
Ca(PO3)2 25.5 16 13.5
CaF2 9.8 0.5
MgO 2.9 4.6 5-15
MgF2
Na2O 24.5 24.5 24.5 21 19.5 4.8 5 4 3-5
K2O 0.4 3-5
Al2O3 7 12-33
B2O3 15
Ta2O5/TiO2 6.5  
Tableau I.5 : Composition de bioverres et bioverre-céramiques commerciaux (valeurs en % massique) (Hench, 1991) 
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Les bioverres et bioverre-céramiques ne sont pas les seules céramiques bioactives. Les 
céramiques cristallines ont en effet, dès la fin du XIXème siècle, été employées en tant que 
substitut osseux ou dentaire. Les biocéramiques cristallines bioactives les plus conséquentes 
en termes d’utilisation et de recherche sont de trois types : les phosphates de calcium, le sulfate 
de calcium (plâtre de Paris) et les carbonates de calcium. Ces composés sont particulièrement 
intéressants puisqu’ils allient bioactivité, grande variété de méthodes de synthèse et de mise en 
forme (voies classiques, sol-gel,…), propriétés physico-chimiques variées et parfois modulables 
(résorption, réactivité de surface,…) à une complète tolérance et innocuité vis-à-vis du corps 
humain et de faibles coûts de revient. 
Le point commun entre toutes ces compositions bioactives (amorphes et cristallines) est 
la précipitation en surface d’une couche d’apatite phosphocalcique nanocristalline carbonatée 
analogue au minéral osseux lors de la mise en contact avec les fluides biologiques. La 
formation d’apatite semble être le point clé des processus d’ancrage biologique du biomatériau 
car elle joue le rôle d’interface de liaisons entre la surface du substitut synthétique et les tissus 
biologiques. C’est pourquoi la précipitation (et sa cinétique) en surface d’apatite nanocristalline 
après immersion en milieu SBF (« Simulated Body Fluid », une solution aqueuse de minéraux 
de composition similaire au plasma sanguin) est souvent considérée comme un marqueur de 
bioactivité pour les biomatériaux. Les différences de bioactivité entre les diverses céramiques 
bioactives se jouent essentiellement au niveau de la vitesse de précipitation de l’apatite et de 
son adhésion à la surface de l’implant. 
En raison des similarités de composition avec le minéral osseux, des nombreuses 
propriétés physiques, chimiques et biologiques intéressantes et variées qu’ils arborent et de la 
diversité des méthodes de fabrication et mise en forme associées à un faible coût, l’utilisation 
des phosphates de calcium apparaît particulièrement adaptée aux applications osseuses ou 
dentaires. C’est pourquoi la famille particulière des phosphates de calcium fait l’objet de la 
section suivante de ce manuscrit. 
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I.2.5.3. La cas particulier des phosphates de calcium 
 
Largement utilisés en tant qu’engrais en agriculture, les phosphates de calcium 
connaissent un intérêt grandissant depuis les années 50 dans le domaine biomédical. Ils sont 
aujourd’hui utilisés en odontologie, en implantologie, en chirurgie traumatique, orthopédique, 
bucco-maxillo-faciale ou cranio-maxillo-faciale, en chirurgie plastique, en neurochirurgie ou 
encore en oncologie, en raison de leur excellente biocompatibilité et de leur similarité de 
composition avec le minéral osseux. Ils regroupent en fait une vaste famille de composés 
résultant, pour la majorité, de la neutralisation des différentes acidités de l’acide 
orthophosphorique, dont voici les réactions acido-basiques ainsi que les constantes d’acidités à 
37°C correspondantes (Heughebaert et al., 1990) : 
H3PO4 + H2O ↔ H2PO4
- + H3O
+   pKa1 = 2,23 
H2PO4
- + H2O ↔ HPO4
2- + H3O
+   pKa2 = 7,16 
HPO4
2- + H2O ↔ PO4
3- + H3O
+   pKa3 = 12,18 
 
Le Tableau I.6 liste les phosphates de calcium du système Ca(OH)2-H3PO4-H2O.  
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Orthophosphates de calcium Abréviation Formule Ca/P
Structure 
cristallographique 
(groupe d'espace)
Solubilité 
à 25°C
pKs
Phosphate monocalcique anhydre MCPA Ca(H2PO4)2 0,5 Triclinique (P-1) 1,14
Phosphate monocalcique monohydraté MCPM Ca(H2PO4)2.H2O 0,5 Triclinique (P-1) 1,14
Phosphate dicalcique anhydre 
(ou monétite)
DCPA CaHPO4 1 Triclinique (P-1) 6,9
Phosphate dicalcique dihydraté 
(ou brushite)
DCPD CaHPO4.2H2O 1 Monoclinique (Ia) 6,59
Phosphate octocalcique amorphe OCPam Ca8(PO4)4(HPO4)2.nH2O 1,33 Amorphe -
Phosphate octocalcique apatitique OCPa Ca8(HPO4)2,5(PO4)3,5(OH)0,5 1,33 Hexagonale -
Phosphate octocalcique triclinique OCPt Ca8(PO4)4(HPO4)2.5H2O 1,33 Triclinique (P1) 96,6
Phosphate tricalcique α αTCP Ca3(PO4)2 1,5 Monoclinique (P21/a) 25,5
Phosphate tricalcique β βTCP Ca3(PO4)2 1,5 Rhomboédrique (R3c) 29,9
Phosphate tricalcique apatitique TCPa Ca9(PO4)5(HPO4)(OH) 1,5 Hexagonale -
Phosphate tricalcique amorphe ACP Ca9(PO4)6.nH2O 1,5 Amorphe -
Hydroxyapatite stoéchiométrique HAPst Ca10(PO4)6(OH)2 1,67
Monoclinique (P21/b) 
ou 
Hexagonale (P63/m)
116,8
Oxyapatite OXA Ca10(PO4)6O 1,67 Hexagonale -
Apatites nanocristalline hap Ca10-x(PO4)6-x(HPO4)x(OH)2-x 1,33/1,67 Hexagonale ~ 85,1
Phosphate tétracalcique TTCP  Ca4(PO4)2O 2 Monoclinique (P21) 38-44  
Tableau I.6 : Liste des principaux phosphates de calcium et de quelqu’unes de leurs caractéristiques physicochimiques (Banu, 2005 ; Dorozhkin, 2010 ; LeGeros, 2008) 
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Une caractéristique souvent employée pour les classer est leur rapport molaire Ca/P. 
Toutes ces compositions possèdent des caractéristiques cristallographiques, morphologiques et 
chimiques particulières (Tableau I.6), notamment au niveau de la stabilité/réactivité chimique et 
de leur cinétique de dissolution. Une grande majorité de ces composés peuvent être obtenus en 
milieu aqueux à température ambiante ou modérée (les autres nécessitant des procédés à 
hautes températures). Ainsi, diverses compositions de phosphates de calcium sont souvent 
rencontrées dans les minéralisations biologiques qu’elles soient normales (dents, os,…) ou 
pathologiques (calculs dentaires, urinaires,…).  
 
Deux de ces composés sont largement commercialisés comme substitut de comblement 
osseux, ce sont le phosphate tricalcique  ( TCP) et l’hydroxyapatite (HAPst). Outre leurs 
excellentes propriétés (ostéoconduction, support de la prolifération et différenciation des 
cellules ostéogéniques,…), une des particularités de ces compositions est leur propriété de 
résorption. Ainsi, le TCP peut être résorbé rapidement après implantation par action cellulaire. 
A l’inverse l’HAPst, très peu soluble, est considéré comme non biorésorbable. C’est pourquoi 
l’on trouve également ces biocéramiques sous forme biphasée (mélanges HAPst/ TCP) 
permettant ainsi d’obtenir des matériaux dont la vitesse de « résorption » peut être 
artificiellement contrôlée en jouant sur le rapport TCP/HAPst. Ces biocéramiques sont 
commercialisées sous forme de poudre, de granules ou de blocs poreux de différentes formes 
et tailles. Cependant, en raison de leurs propriétés mécaniques inadaptées notamment au 
niveau de la résistance à la fracture et à la fatigue, les phosphates de calcium ne sont pas 
aptes à être utilisés seuls en zone porteuse. Ils trouvent, en revanche, des applications en 
revêtement de pièces massives métalliques ou céramiques afin d’en améliorer 
l’ostéointégration.  
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I.2.5.4. L’hydroxyapatite et les apatites nanocristallines 
 
Intéressons-nous plus particulièrement à l’hydroxyapatite, une des formes les plus 
stables de phosphate de calcium (la plus stable au pH physiologique (pH = 7,4)), comme le 
montre la Figure I.7, et longtemps considérée à tort comme étant la phase cristallographique du 
minéral osseux.  
 
Figure I.7 : Isotherme de solubilité des différents phosphates de calcium dans le système Ca(OH)2-H3PO4-H2O à 37°C 
(Elliott, 1994) 
 
L’hydroxyapatite cristallise dans le système hexagonal (groupe d’espace P63/m). Sa 
structure cristallographique (Figure I.8) peut être considérée comme un empilement hexagonal 
d’ions phosphate (PO4
3-). Les groupements phosphate définissent ainsi deux types de tunnels 
parallèles à l’axe c. Le premier, dont le diamètre est d’environ 2,5 Å, coïncide avec l’axe 
ternaire de la structure. Ces tunnels sont occupés par des ions calcium (Ca2+), dit de type I, au 
nombre de 4 par maille et ayant une symétrie C3. Le second type de tunnel, parallèle à l’axe 
sénaire hélicoïdal du réseau, est bordé par des atomes d’oxygène et des ions Ca2+, dit de type 
II, de symétrie Cs. Ces tunnels, ayant un diamètre voisin de 3 Å, sont occupés par des ions OH
-.  
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Figure I.8 : Structure cristallographique de l’hydroxyapatite stœchiométrique (HAPst) (Montrejaud, 1973) 
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L’hydroxyapatite fait partie d’une famille de composés isomorphes, les apatites, dont la 
formule générale est la suivante : 
Me10(XO4)6Y2 
où Me est généralement un cation bivalent, XO4 un anion trivalent et Y un anion monovalent, et 
sont dans le cas de l’hydroxyapatite, Ca2+, PO4
3- et OH- respectivement.  
L’une des principales caractéristiques de ces composés est d’admettre un grand nombre 
de substituants possibles (de valences variables), à la fois en sites cationiques et anioniques 
(LeGeros et al., 1980 ; Young, 1975). Le Tableau I.7 répertorie certains de ces substituants.   
 
Ca
2+
Sr
2+
Cd
2+
PO4
3-
SiO4
4-
AsO4
3- OH
-
F
-
Cl
-
Mg
2+
Ba
2+
Pb
2+
SO4
3-
MnO4
3-
VO4
3- Br
-
I
-
CO3
2-
Cu
2+
Zn
2+
Eu
3+
CrO4
3-
CO3
2-
HPO4
2- S
2-
O
2-
lacune
Na
+
K
+
lacune O2 H2O glycine
Site Me Site XO4 Site Y
 
Tableau I.7 : Liste des principaux substituants des apatites 
 
Ainsi, les sites Me peuvent être occupé par un grand nombre d’ions bivalents mais 
également trivalents ou monovalents, ou bien être laissés vacants. Les anions XO4 peuvent être 
remplacés par des groupements trivalents, bivalents ou tétravalents. En revanche, il n’a jamais 
été reporté l’existence de lacunes en ces sites, dont la somme reste donc égale à 6 par unité 
formulaire. Enfin, les tunnels où sont localisés les ions Y tolèrent une variété d’espèces ioniques 
monovalentes mais également bivalentes ou des lacunes. De plus, la taille de ces tunnels 
confère aux apatites des propriétés d’échangeurs d’ions et d’accepteur de petites molécules, 
telles que O2, H2O (Montrejaud, 1973 ; Rey, 1984, Rey et al., 1978) ou de peroxyde 
d’hydrogène (H2O2) (Rey, 1984).  
 
Bien que très proche du minéral osseux en termes de composition et structure, 
l’hydroxyapatite stœchiométrique ne peut pas être directement assimilée à la phase inorganique 
du tissu osseux. Celle-ci est constituée d’apatite nanocristalline. Il est aujourd’hui possible de 
synthétiser des analogues de synthèses au minéral osseux par des procédés qui visent à 
mimer les processus biologiques de minéralisation. A l’inverse de l’hydroxyapatite qui est 
synthétisable par de nombreuses méthodes (Elliott, 1994 ; Young & Holcomb, 1982) mais 
impliquant des hautes températures, les apatites nanocristallines sont formées généralement 
par coprécipitation en milieu aqueux à un pH proche du pH physiologique (7,4) et à température 
ambiante (Cazalbou et al., 2004a ; Drouet et al., 2009).  
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Les apatites nanocristalline de synthèse sont, tout comme le minéral osseux, différentes 
de l’HAPst en de nombreux points. Tout d’abord, elles sont faiblement cristallisées et non-
stœchiométriques (rapport Ca/P < 1,67). La non-stœchiométrie est liée à la présence de 
lacunes en site calcium (Ca2+) et en site hydroxyde (OH-) ainsi qu’au remplacement de certains 
groupements phosphate (PO4
3-) par des ions hydrogénophosphate (HPO4
2-), et/ou carbonate 
(CO3
2-) (Cazalbou et al., 2005 ; Legros et al., 1987). Une formule générale des apatites 
nanocristallines de synthèse, rendant compte de ces phénomènes, a été proposée par Rey 
(Rey et al., 2007b) : 
Ca10−x(PO4)6−x(HPO4)x(OH)2−x 
avec 0 ≤ x ≤ 2. 
Il a également été montré que les cristaux des apatites biomimétiques et biologiques 
étaient de tailles nanométriques et présentaient à leur surface une couche phosphocalcique 
non-apatitique hydratée contenant des espèces ioniques labiles (Cazalbou et al., 2004b ; 
Eichert et al., 2005a ; Eichert et al., 2005b ; Eichert et al., 2008 ; Neuman & Mulryan, 1951 ; 
Rey et al., 1989 ; Young & Brown, 1982). La présence de cette couche hydratée, 
schématisée sur la Figure I.9, et d’une surface spécifique très élevée liée à la taille 
nanométrique, est de première importance puisqu’elle est en grande partie responsable de 
l’exceptionnelle réactivité de surface de ces composés. Cette propriété remarquable permet 
notamment de rapides échanges ioniques avec les fluides environnants (Cazalbou et al., 
2005 ; Drouet et al., 2005 ; Drouet et al., 2008a) et/ou l’adorption de molécules d’intérêt 
biologiques ou médicamenteuses (Autefage et al., 2009).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure I.9 : Représentation schématique de la couche hydratée des nanocristaux d’apatites biomimétiques et 
biologiques 
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Cependant, certains auteurs suggèrent que les propriétés de ces apatites 
nanocristallines, notamment en termes de vitesse de résorption ou de réactivité, peuvent 
varier d’une composition à une autre suivant les conditions de synthèse et de leur solubilité 
(Drouet et al., 2009 ; Rey et al., 2007b). De plus, le caractère hydratée des environnements 
de surface sous-entend une sensibilité particulière des composés aux hautes températures. 
Il n’est donc pas envisageable de consolider ces composés via les procédés classiques de 
mise en forme des céramiques comme le frittage à haute température, auquel cas les 
caractéristiques intéressantes (caractères hydraté, nanocristallin, non-stœchiométrique) des 
apatites nanocristallines seraient perdues. C’est pour ces raisons, qu’il a longtemps été 
considéré comme impossible de produire des matériaux avec de telles céramiques. 
Pourtant, les nouvelles techniques de consolidation à température modérée, telles que le 
SPS (Spark Plasma Sintering), se révèlent être des voies encourageantes pour consolider 
de tels composés tout en conservant leurs caractéristiques physico-chimiques. Dans ces 
conditions, des pastilles d’apatites nanocristallines ont pu être obtenues par SPS et il a été 
suggéré que les couches hydratées des nanocristaux d’apatites puissent interagir entre elles 
lors de la compression et favoriser ainsi la consolidation de tels matériaux (Drouet et al., 
2009 ; Rey et al., 2007a ; Sarda et al., 1999). 
C’est pourquoi, ces dix dernières années ont vu un engouement croissant pour la 
synthèse et l’exploitation de tels phosphates de calcium « biomimétiques », et plus 
particulièrement dans le domaine des matériaux de substitution osseuse. Ainsi, des 
biomatériaux réalisés à base d’apatites nanocristal lines sont susceptibles de conduire à une 
meilleure ostéointégration en raison de leur grande similitude avec le minéral osseux. Ces 
composés offrent donc d’intéressantes perspectives en comblement osseux mais il apparaît 
également que les apatites nanocristallines peuvent être utilisées, par exemple, en tant que 
ciments osseux (Combes et al., 2006), revêtements (Autefage, 2009), ou encore en tant que 
marqueurs pour l’imagerie médicale (Al-Kattan et al., 2010 ; Al-Kattan et al., 2012).  
 
Nous venons de voir que le choix du matériau en réparation osseuse était déterminant et 
dépendant des conditions d’utilisation et d’implantation, mais il existe également un autre 
facteur particulièrement impactant en chirurgie osseuse, le risque d’infection. Ainsi nous 
consacrerons la dernière partie de ce chapitre sur les infections post-opératoires en chirurgie 
osseuse et dentaire, en présentant les principaux micro-organismes rencontrés, leur mode 
d’action et les solutions employables à ce jour pour lutter contre ce phénomène.  
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I.3. Chirurgie osseuse et infections post-opératoires 
I.3.1. La chirurgie osseuse et les infections associées aux soins 
 
Les pathologies ou traumatismes affectant le système osseux sont systématiquement 
considérés comme une source de souffrance majeure, de handicap et d’exclusion socio-
professionnelle par les patients qui en sont atteints. On estime à près de 12 % la proportion de 
personnes ayant eu recours au moins une fois dans leur vie à une intervention chirurgicale pour 
un problème ostéo-articulaire en France (soit 5 400 000 français) dont 36 % ont subi plus d’une 
opération (Courpied et al., 2001). Ces interventions, comptant pour 30,8 % du total des 
opérations chirurgicales pratiquées (INVS, 2010), sont de plus en plus fréquentes en raison de 
l’allongement de la durée de vie et de la multiplication des accidents de la route et constituent 
par le nombre et les conséquences un véritable problème de santé publique.  
A ces chiffres, l’infection post-opératoire vient ajouter une complication potentielle dont 
les conséquences sont souvent jugées comme catastrophiques dans le domaine ostéo-
articulaire. Ces infections contractées dans un établissement de santé définissent le terme 
d’infection nosocomiale. En 2007, le Comité Technique des Infections Nosocomiales et des 
Infections Liées aux Soins, CTINILS (du Ministère de la santé, de la jeunesse et des sports) a 
redéfini la notion d’infection nosocomiale suite aux évolutions des pratiques de soins (temps de 
séjour hospitalier plus court et augmentation des soins à domicile et en ambulance) et de la 
déclaration d’infections post-opératoires tardives. Il est donc plus adapté d’employer le terme 
« d’Infections Associées aux Soins » (IAS) dont voici la définition proposée par le comité : 
« Une infection est dite associée aux soins si elle survient au cours ou au décours d’une prise 
en charge (diagnostique, thérapeutique, palliative, préventive ou éducative) d’un patient, et si 
elle n’était ni présente, ni en incubation au début de la prise en charge ». 
Ces IAS sont classées en 5 principales catégories : 
- Les Infections du Site Opératoire (ISO), regroupant les infections superficielles de 
l’incision et les infections profondes. 
- Les bactériuries, qui consistent en la présence de bactéries dans les urines. 
- Les bactériémie-fongémie, caractérisant la présence de bactéries dans le sang. 
- Les Infections Liées aux Cathéters (ILC). 
- Les infections pulmonaires. 
Dans le cas qui nous concerne, à savoir la chirurgie orthopédique, dentaire ou maxillo-
faciale et notamment en présence de substitut, il s’agit, dans la grande majorité des cas, d’ISO.  
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Divers organismes et institutions, implantés au niveau national (Ministère de la Santé, le 
CTIN « Comité Technique national des Infections Nosocomiales »), régional (les CClin 
« Centres de Coordination et de luttes contre les infections nosocomiales ») et local (les 
hôpitaux), assurent une surveillance de ces infections et mettent en place des actions pour les 
prévenir. C’est ainsi que l’on a pu se rendre compte qu’en 2006 en France, près de 5 % des 
patients admis en établissement de santé ont été victimes d’IAS, dont 10 % étaient des ISO 
(INVS, 2007). Cependant, une diminution constante d’environ 5 % par an est généralement 
observée en raison d’une meilleure prise en compte et surveillance de ces phénomènes et de 
l’amélioration de la qualité des soins (Couris et al., 2007). 
En chirurgie orthopédique, le taux d’infection est classé parmi les plus bas, avec par 
exemple un taux d’incidence13 de 0,5 % pour la pose de prothèse totale de hanche et de 0,3 % 
pour les prothèses de genou (INVS, 2010). Bien que ces chiffres diminuent d’années en années 
et qu’ils soient plutôt bas, leur impact pour le patient, mais également le chirurgien et l’hôpital, 
est souvent considéré comme dramatique. L’infection diminue les chances de guérison et de 
retrouver la fonctionnalité initiale de l’organe infecté et elle engendre des temps 
d’hospitalisation et d’opération allongés et donc une augmentation des coûts pour la patient et 
l’hôpital. Dans les cas où un implant est utilisé, l’interface entre l’os et la prothèse, zone où 
l’infection se déclare, est généralement faiblement vascularisée, rendant les traitements 
classiques (antibiothérapie par voie générale ou sanguine) inefficaces. Il est donc 
systématiquement nécessaire d’opérer une seconde fois pour retirer l’implant et le remplacer 
(Davis, 2005). De plus, lorsqu’une infection se déclare en site osseux, il devient très difficile de 
l’éradiquer dans la mesure où les micro-organismes peuvent aisément progresser en 
profondeur et se propager aux tissus osseux environnants. Ainsi, parfois le remplacement de 
l’implant ne suffit pas et l’amputation du membre est nécessaire (Dick & Strauch, 1994).   
 
Enfin, selon les organismes de santé, la durée d’incubation d’une ISO est classiquement 
de 30 jours sans implant et de 1 an en présence d’implant (si celui-ci ne présente pas de 
propriétés antibactériennes). En chirurgie osseuse, la durée d’incubation d’une ISO peut 
s’étendre sur plusieurs années, mais les mécanismes et l’origine de ces infections tardives sont 
encore peu connus. Néanmoins, il a été montré que le risque d’infection postopératoire pouvait 
être modélisé selon l’équation d’Altemeier :  
Risque d’ISO =
Importance de la contamination  x  Virulence bactérienne
Résistance de l’hôte
 
                                                 
 
13
 En médecine il s'agit d'un terme d'épidémiologie qui signifie fréquence des cas nouveaux (nombre de nouveaux cas annuels de la maladie). 
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Ces paramètres sont conditionnés par un certain nombre de facteurs aggravants comme 
l’introduction de matériel étranger, la présence d’un hématome, la résistance des micro-
organismes aux antibiotiques ou encore des facteurs propres au patient (diabète, tabagisme, 
autre infection à distance,…). 
 
Il apparaît donc primordial de prévenir les infections du site opératoire, et plus 
particulièrement en site osseux, plutôt que de les guérir. Nous allons maintenant nous 
intéresser aux microorganismes responsables de ces infections. 
 
I.3.2. Les micro-organismes 
I.3.2.1. Généralités sur les bactéries 
 
Les bactéries sont des microorganismes unicellulaires procaryotes, c’est-à-dire qu’ils ne 
présentent ni de noyau ni d’organites. Ce sont des organismes ubiquitaires, ils sont rencontrés 
dans tous les biotopes de la Terre, que ce soit dans des environnements de vie « normale » 
(les sols, les eaux douces ou marines, l’air, la peau,…) ou dans des conditions extrêmes 
(profondeurs océaniques, déchets radioactifs, intestins,…). Ils jouent également un rôle 
considérable dans les cycles biogéochimiques (cycle du carbone, de l’azote). La majorité des 
bactéries sont inoffensives pour l’Homme, certaines lui sont même bénéfiques (digestion, 
synthèse de vitamines,…) alors que d’autres sont pathogènes, c’est-à-dire qu’elles provoquent 
des maladies infectieuses, comme le choléra, la syphilis, la peste, l’anthrax ou encore la 
tuberculose. Elles sont également parfois employées par l’Homme dans divers processus 
industriels, notamment dans l’agroalimentaire, la chimie ou dans le traitement des eaux usées. 
 
Les bactéries ont généralement une taille comprise entre 1 et 10 µm, c’est-à-dire près de 
dix fois plus petite que les cellules eucaryotes (cellules humaines par exemple). Elles sont, en 
premier lieu, différenciées selon leurs formes dont la diversité est très étendue. Voici les 
principales familles de bactéries (Figure I.10) : 
- Les coques. Ces bactéries sont caractérisées par une forme sphérique et 
comprennent notamment les staphylocoques, les streptocoques ou encore les 
entérocoques. Parmi cette famille, on peut citer comme exemple Staphylococcus 
aureus ou Staphylococcus epidermidis. 
- Les bacilles. Ces bactéries ont une morphologie cylindrique et peuvent être droites, 
incurvées ou ramifiées. Au sein de cette famille, on retrouve par exemple Escherichia 
coli, Pseudomonas aeruginosa, Mycobacterium tuberculosis (ou bacille de Koch, 
responsable de la tuberculose) ou bien Clostridium tetani (responsable du tétanos). 
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- Les spirochètes. La forme spiralée définit ce genre de bactérie et compte notamment 
les genres Leptospira (provoquant la leptospirose), Borellia et l’espèce Treponema 
pallidum (responsable de la siphillis). 
Au sein de ces familles, on peut différencier certaines espèces à la manière qu’elles ont 
de se grouper. Ainsi, certaines bactéries sont observées sous forme isolée alors que d’autres 
sont associées en paires (diploïdes), en chaîne (à l’instar des streptocoques), en feuillets 
ordonnés, en « V », en « L » ou bien en amas asymétriques (comme les staphylocoques) ou 
réguliers. 
 
Coccus Diplococci
StaphylococciStreptococci
Coccobacillus Bacillus
Palisades
Diplobacilli
Streptobacilli
Spirochete
Coques Bacilles
 
Figure I.10 : Organisation des principales souches bactériennes 
 
La plupart des bactéries sont bordées d’une paroi cellulaire destinée à maintenir la forte 
pression osmotique régnant à l’intérieur du cytoplasme. Cette paroi, déterminant la forme de la 
bactérie, est composée de polysaccharides, de lipides et de peptides, et est appelée la muréine 
ou le peptidoglycane (Glauner et al., 1988). Une autre manière souvent utilisée de classer les 
bactéries est basée sur la structure et la composition de cette paroi cellulaire. Deux grands 
groupes peuvent ainsi être différenciés et mis en évidence par la méthode de coloration Gram : 
- Les bactéries à Gram positif (Gram +). Elles sont caractérisées par une paroi 
cellulaire très épaisse, de 15 à 80 nm, composée de nombreuses couches de 
peptidoglycane. Elles sont distinguées par une coloration mauve lors de la coloration 
Gram. Les staphylocoques et les streptocoques sont des bactéries à Gram +. 
- Les bactéries à Gram négatif (Gram -). A l’inverse des bactéries à Gram +, les 
bactéries à Gram - ont une paroi fine de l’ordre de 6 à 15 nm (une ou deux couches de 
peptidoglycane) mais présentent une membrane complémentaire contenant des 
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lipoprotéines. Elles n’apparaitront pas colorées par la coloration Gram (une contre-
coloration rose est généralement pratiquée). Parmi les bactéries à Gram -, on trouve 
entre autres E. coli et P. aeruginosa. 
Enfin, une dernière méthode de classification basée sur le mode de respiration (ou type 
énergétique) des bactéries est également habituellement utilisée et importante à prendre en 
compte. On distingue ainsi les bactéries : 
- Aérobies strictes. Elles respirent de l’O2 et ne peuvent vivre qu’en sa présence. P. 
aeruginosa est une bactérie aérobie stricte.  
- Aéro-anaérobies facultatives. La présence d'oxygène est préférable pour le 
développement de ces bactéries mais elles peuvent s'en passer. Les staphylocoques 
sont des bactéries aéro-anaérobies facultatives. 
- Anaérobies. Leur vie n’est possible qu’en absence d’O2, elles ont une respiration à 
base de nitrate ou sulfate ou fumarate par exemple.  La plupart des bactéries de ce 
type sont capables de supporter l’atmosphère un certain temps mais d’autres sont 
extrêmement oxygénosensibles. A titre d’exemple, Actinomyces denticolens fait partie 
des bactéries anaérobies. 
- Microaérophiles. Ces bactéries requièrent de l’O2 pour survivre mais en 
concentration faible. 
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I.3.2.2. Les micro-organismes en lien avec les infections nosocomiales 
 
Les microorganismes les plus impliqués dans les infections nosocomiales sont présentés 
dans la Figure I.11.  
 
E. coli
S. aureus
P. aeruginosa
Staphylocoques à coagulase négative
Entérocoques
P. mirabillis 
K. pneumoniae
Streptocoques autres
E. cloacae
C. albicans
Autres
24.7%
18.9%
10.0%
6.6%
6.4%
3.9%
3.5%
3.2%
3.0%
2.7%
17.1%
E. coli
S. aureus
P. aeruginosa
Staphylocoques 
à coagulase
négative
Entérocoques
P. mirabillis
K. pneumoniae
Streptocoques 
autres
E. cloacoae
C. albicans
Autres
 
Figure I.11 : Organigramme de la prévalence
14
 des principaux microorganismes isolés lors d’infection nosocomiale 
(étude de prévalence réalisée en France sur 15 800 personnes infectées en 2006) (INVS, 2007) 
 
Escherichia coli (E. coli) est la plus représentée des bactéries impliquées dans les 
infections nosocomiales. E. coli est un bacille, de 2 à 6 µm de longueur (Bronk et al., 1992), à 
Gram négatif qui fait partie de la famille des Enterobacteriaceae (Figure I.12 a)). E. coli est 
généralement une bactérie non-pathogène qui fait partie de notre flore commensale15 
intestinale. Cependant, des mutations génétiques ont donné naissance à des germes 
pathogènes responsables de pathologies diverses comme des diarrhées, des gastro-entérites, 
des méningites ou encore des infections urinaires. Cette bactérie est un des microorganismes 
probablement les plus étudiés à ce jour, notamment en raison de l’ancienneté de sa découverte 
et de la facilité que l’on a à la cultiver (elle se multiplie à raison d’une division toutes les 20 
                                                 
 
14
 Nombre de cas d'une maladie ou d'événements dans une population donnée sans distinction entre les cas nouveaux et anciens 
15
 La flore commensale est la flore (ensemble de microbes) normale d'un organe et qui participe soit à sa défense, soit à son fonctionnement, 
soit au bon état de ses muqueuses. 
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minutes à 37þC). C’est pourquoi elle est souvent considérée comme une référence et est 
utilisée à titre comparatif dans les études microbiologiques.  
Les bactéries Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa) et les staphylocoques dorés (S. 
aureus) et epidermidis (S. epidermidis), représentées sur les Figure I.12 b), c) et d) 
respectivement, sont les germes les plus fréquemment responsables d’infections lorsque des 
corps étrangers (substituts, implants, prothèses,…) sont impliqués et plus particulièrement dans 
le domaine ostéo-articulaire. 
 
E. coli
P. aeruginosa
S. epidermidisS. aureus
a) b)
c)
d)
a
. coli
S. aureus S. epidermidis
. r inosa
 
Figure I.12 : Clichés de microscopie électronique à balayage (colorisés) des bactéries : E. coli (a) (source : 
http://lafrikensante.wordpress.com/2011/05/30/allemagne-un-traitement-pour-les-formes-mortelles-d%E2%80%99infections-
a-escherichia-coli/), P. aeruginosa (b) (source : http://fuckyeahmedicine.tumblr.com/post/455450061/pseudomonas-
aeruginosa-infections), S. aureus (c) (source : http://www.healthhype.com/staphylococcus-aureus.html) et S. epidermidis (d) 
(source : 
http://www.niaid.nih.gov/LabsAndResources/labs/aboutlabs/lhbp/pathogenMolecularGeneticsSection/Pages/otto.aspx) 
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S. aureus est une coque, d’environ 1 µm de diamètre, à Gram positif s’organisant en 
amas, de la famille des staphylocoques dont il est l’espèce la plus pathogène (Figure I.12 c)). 
Cette bactérie est présente de manière permanente sur environ 20 % des personnes (et de 
manière intermittente dans 60 % des cas) où elle siège le plus souvent dans la partie antérieure 
du nez (fosse nasale et gorge) et au niveau du périnée (Kluytmans et al., 1997). Elle possède 
un pouvoir invasif, c'est-à-dire la capacité de se multiplier et de se disséminer dans l'organisme, 
et un pouvoir toxique (production de toxine) (Bartlett & Hulten, 2010). S. aureus est connu pour 
avoir une grande affinité avec l’os et est responsable de près de 90 % des ostéomyélites 
(infections de l’os) et de nombreuses contaminations d’implants osseux (Karlov et al., 2002), à 
la surface desquels il forme un biofilm. Une des caractéristiques de S. aureus est qu’il possède 
une enzyme, la coagulase, capable de coaguler le plasma sanguin. La bactérie peut ainsi 
former des caillots sanguins dans lesquels elle se développe à l’abri du système immunitaire. 
C’est notamment pourquoi S. aureus est susceptible d’engendrer des septicémies (infection 
généralisée caractérisée par la présence de bactéries dans le système sanguin). La présence 
de coagulase est un caractère discriminent de S. aureus parmi les staphylocoques (on parle de 
bactéries à coagulase positive) qui est souvent utilisé pour distinguer rapidement ce germe 
pathogène des autres.  
La méticilline est un antibiotique souvent utilisé pour lutter contre les infections dues à S. 
aureus, car il est très efficace. Cependant, la large utilisation de cet antibiotique a conduit au 
développement, de plus en plus récurrent, de souches de S. aureus résistantes à la méticilline 
(SARM), qui, de plus, apparaissent généralement résistantes à de nombreux autres 
antibiotiques, notamment ceux de la famille des bêta-lactamines tel que l’oxacilline (Reygaert, 
2009). 
 
S. epidermidis fait partie des staphylocoques à Gram+ (Figure I.12 d)), il a un diamètre 
moyen d’environ 1 µm (Bronk et al., 1992). A l’inverse de S. aureus, S. epidermidis est une 
bactérie à coagulase négative et n’est habituellement pas pathogène. C’est une bactérie que 
l’on retrouve chez tous les êtres humains où elle appartient à la flore commensale de la peau 
(Mack et al., 2007). Son pouvoir pathogène s’est développé avec l’émergence de biomatériaux 
sur lesquels il adhère et prolifère au sein d’un biofilm, les protégeant des agressions extérieures 
(système immunitaire, traitement antibiotique,…), on parle alors de pathogène opportuniste 
(Patel et al., 2007). La formation de ce biofilm, qui sera détaillée dans les paragraphes suivants, 
explique en partie la difficulté de traitement d’un implant infecté et la nécessité d’avoir recours à 
son extraction pour éradiquer l’infection. S. epidermidis est aujourd’hui la principale source 
d’infection des prothèses vasculaires, des shunts neurochirurgicaux et des implants 
orthopédiques et est souvent impliqué lorsqu’un polymère fait partie des composants (Gristina, 
1987). 
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P. aeruginosa appartient également aux pathogènes opportunistes produisant un 
biofilm. C’est un bacille, d’environ 1,5 µm de longueur, aérobie strict à Gram négatif, parfois 
nommée bacille pyocyanique, ayant la capacité de se déplacer grâce à la présence de flagelles 
ancrés dans leur membrane plasmique. P. aeruginosa est habituellement rencontrée dans les 
eaux (boissons, eaux domestiques, industrielles ou usées, piscine,…) et milieux humides, 
comme les sols, la surface des végétaux, mais également à la surface de ce qui a été en 
contact avec ces eaux (instruments chirurgicaux, peau,…). La bactérie vit également à l’état 
commensal dans l’intestin de l’Homme et donc n’est pas initialement pathogène mais peut le 
devenir chez les patients immunodéprimés ou en cas de plaies (brûlures, opérations,…) (Stover 
et al., 2000) et notamment lorsqu’un biomatériau est implanté. Une des particularités de P. 
aeruginosa est qu’elle est naturellement très résistante à de nombreux antibiotiques et acquiert 
facilement une résistance aux autres antiseptiques. 
 
Concernant plus spécifiquement les infections nosocomiales en chirurgie orthopédique, il 
semble que S. aureus soit plus souvent impliqué dans les infections se déclarant rapidement 
après l’intervention alors que les bactéries de la flore normale de la peau telles que S. 
epidermidis, sont couramment observées dans les infections retardées (Mousa, 2001). L’on 
peut noter également une recrudescence des infections liées à des bactéries anaérobies lors 
des infections retardées, parmi lesquelles on retrouve des bactéries de la flore intestinale de la 
famille des Bacteroides ou des Peptostreptococcus (Kamme et al., 1974 ; Mousa, 2001).  
 
I.3.3. Les problématiques de l’infection 
 
L’infection en site osseux ou dentaire, et plus spécifiquement en présence de matériel 
étranger, est une complication souvent regardée comme différente des autres infections en 
raison des conséquences qu’elle engendre et des mécanismes spécifiques qui lui sont 
associés. A titre comparatif, en fonction de sa biocompatibilité et du potentiel inflammatoire qu’il 
engendre, l’implantation d’un biomatériau peut  diviser par 10 000 le nombre de bactéries 
nécessaires à provoquer une infection : par exemple, là où il faut 106 bactéries classiquement 
pour infecter le site, 102 suffisent en présence de corps étranger (Karlov et al., 2002).  
 
I.3.3.1. La course à la surface 
 
L’implantation d’un biomatériau au sein des tissus peut être conceptualisée comme une 
« course à la surface » entre les cellules de l’hôte et les bactéries (Gristina, 1987). Durant les 
premiers moments suivant l’implantation, la surface du biomatériau se voit envahir de 
macrophages tentant de le détruire (Zhang et al., 1994). Si ceux-ci n’y parviennent pas, des 
cellules de type fibroblastes et ostéoblastes s’approprient la surface du matériau afin de 
l’intégrer aux tissus environnants. Comme nous l’avons vu précédemment, ces étapes se 
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réalisent plus ou moins facilement en fonction du potentiel inflammatoire du biomatériau 
(biocompatibilité) et de l’état de la plaie et des tissus (fracture, hématome,…) qui ont un impact 
direct sur la capacité des défenses immunitaires à protéger le site. Cependant, malgré les 
moyens d’asepsie stricts mis en place lors de la chirurgie, un site opératoire n’est jamais 
exempt de bactéries. Celles-ci ont une forte capacité à coloniser les surfaces « inertes » des 
biomatériaux ou des tissus endommagés adjacents, sur lesquels elles trouvent un 
environnement stable et favorable à leur multiplication. Il apparaît donc une compétition entre 
l’intégration cellulaire de la surface du matériau et l’adhésion des bactéries (Figure I.13), durant 
une période « décisive » qui est estimé à 6 heures après l’implantation (Poelstra et al., 2002). Si 
les cellules parviennent à occuper la surface pendant cette période, les bactéries n’auront plus 
de surface à leur disposition et le système immunitaire sera plus efficace à défendre le site. En 
revanche, si les bactéries parviennent à coloniser la surface, elles y adhéreront et s’isoleront 
dans la plupart des cas dans une matrice de protection appelée biofilm. Il est ainsi peu probable 
que des cellules du tissu les chassent et les remplacent. De plus, même si le nombre de 
bactéries qui ont colonisé la surface est faible, elles peuvent servir de fondation pour une 
propagation ou une colonisation future ou servir de base pour d’autres types de bactéries. 
Infection
Intégration
1
2
3
1
2
3
Implantation
La course à la surface
médiation des cellules immunitaires
Cellules du tissu
Bactéries
 
Figure I.13 : Représentation schématique des interactions entre les cellules et les bactéries en surface d’un biomatériau 
lors de son implantation 
 
Il en ressort donc que les premiers instants suivant l’implantation sont cruciaux et 
conditionnent en premier lieu le potentiel infectieux de l’implant via une « course à la surface ». 
Une action antibactérienne efficace viserait donc en particulier à agir durant cette période 
critique.  
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I.3.3.2. Adhésion bactérienne et formation de biofilm 
 
Il a été montré que la présence d’un implant participait activement à l’adsorption 
bactérienne, comme le reporte Karlov dans une étude visant à évaluer l’adhésion de S. aureus 
sur des disques de titane métallique recouverts de phosphate de calcium (HAPst/βTCP) (Karlov 
et al., 2002). La faculté d’adhérer à la surface est une propriété générale de presque toutes les 
bactéries et dépend d’une série d’évènements liés aux caractéristiques de la bactérie, de la 
surface du substrat et des fluides environnants. Les bactéries ont un mode de survie commun 
basé sur la colonisation adhésive au substrat qui est fourni par le tissu, l’os ou la prothèse. On 
rencontre parfois des bactéries dont le mode de vie est dit « planctonique », c'est-à-dire où les 
micro-organismes flottent librement dans un fluide tel que l’air ou l’eau, mais ce comportement 
reste mineur face à la colonisation de surface. 
 
Un des facteurs de virulence prépondérants de l’infection d’un implant est la capacité des 
bactéries à proliférer au sein d’une matrice extracellulaire adhérente à la surface, appelée 
biofilm, qui les protège des agressions extérieures (outre le rôle protecteur de cette matrice, le 
biofilm participe à la nutrition des bactéries (Donlan, 2001) et permet leur reproduction). La 
formation du biofilm bloque l’infiltration cellulaire (notamment des cellules du système 
immunitaire), rend les bactéries remarquablement résistantes aux antibiotiques (faible diffusion 
des molécules et probablement résistance communautaire) et empêche l’érosion mécanique 
mais permet la diffusion des nutriments et déchets. C’est pourquoi la prolifération de 
S. epidermidis au cœur d’un biofilm est reconnue comme étant à l’origine de sa pathogénicité.  
 
L’adhésion bactérienne à la surface du biomatériau et leur croissance au sein du biofilm 
sont généralement décomposées en 4 étapes (Figure I.14) (Gristina, 1987 ; Hetrick & 
Schoenfisch, 2006) : 
1. Attachement. Durant les premiers moments de la colonisation (pendant les premières 
1 à 2 heures), les bactéries entrent en contact avec la surface et vont y établir des 
liaisons non spécifiques et réversibles (interactions électrostatiques, hydrophiles, 
forces de Van der Walls, liaisons hydrogène,…), généralement dépendantes des 
caractéristiques physico-chimiques du biomatériau et des conditions environnantes. 
2. Adhésion. Deux à trois heures après la phase d’attachement rapide, les bactéries 
mettent en place leur ancrage définitif au biomatériau. L’adhésion des bactéries se fait 
via des liaisons spécifiques et irréversibles issues de l’interaction entre les protéines 
adsorbées à la surface du biomatériau et des protéines spécifiques de la bactérie, les 
adhésines (en particulier le PS/A (polysaccharide/adhésine) et le PIA (polysaccharide 
intercellular adhesin)) (Viateau et al., 2007). Certaines bactéries, et plus 
particulièrement les bactéries à Gram -, ont également développé sur leur paroi des 
sortes de longs « poils » protéiques, appelés fimbriae, au bout desquels l’adhésion via 
les adhésines se produit (Klemm, 1985 ; Krogfelt, 1991). 
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3. Agrégation et formation du biofilm. Une fois adhérées irréversiblement à la surface, 
les bactéries commencent à proliférer, s’agréger en plusieurs couches (en formant des 
liaisons cellule à cellule), formant ainsi des colonies. A partir d’une concentration 
suffisamment dense en individus, les bactéries sécrètent un « slime » 
d’exopolysaccharides (composés de différents monosaccharides tels que le D-
glucose, D-galactose, L-fructose,…), appelé glycocalix, dans lequel elles s’enferment. 
C’est l’ensemble « bactéries + matrice de polysaccharides » qui forme le biofilm. A 
noter que les conditions environnementales, telles que la température, le taux 
d’humidité ou encore la nature de la surface, sont des facteurs influençant les 
cinétiques de croissance des colonies et de formation du biofilm. 
4. Détachement. Lorsque la microcolonie ainsi formée est suffisamment « mûre », les 
bactéries situées à la périphérie du biofilm se détachent et se dispersent dans les 
fluides environnants. Le biofilm dissémine ainsi continuellement des bactéries dans la 
circulation sanguine de manière chronique ce qui peut engendrer des bactériémies16 
ou leur permettre de coloniser et d’infecter d’autres sites (Mack et al., 2007). 
 
La plupart des infections en orthopédie sont engendrées par un seul type de bactérie 
mais il n’est pas rare de trouver plusieurs espèces symbiotiques17 au sein des biofilms 
responsables alors d’infections polymicrobiennes, d’autant plus lorsque le biofilm est en place 
depuis un long moment (Donlan, 2001).  
 
                                                 
 
16
 Présence éphémère ou chronique d’agents pathogènes dans le sang circulant  
17
 Association intime et durable entre deux (voire plus) organismes d’espèces différentes  
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Figure I.14 : Schématisation des étapes de la colonisation bactérienne de la surface d’un biomatériau avec production 
de biofilm 
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I.3.4. Les biomatériaux antibactériens 
 
Bien que le maximum de précaution soit pris lors d’interventions chirurgicales 
(stérilisation des instruments, antibioprophilaxie18, désinfection du patient,…), il est 
techniquement impossible d’éliminer 100 % des bactéries présentes. Elles proviennent 
généralement de la flore microbienne du patient (source « endogène »), qui est le principal 
réservoir de micro-organismes (près de 1012 bactéries colonisent habituellement la peau) mais 
aussi de l’environnement inanimé (air, matériel, solutions) et du personnel en salle d’opération 
(source « exogène »). Une des solutions les plus efficaces serait donc d’implanter des 
matériaux ayant un pouvoir antibactérien afin d’éradiquer in situ les sources d’infections. 
 
I.3.4.1. Modifications de surface 
 
L’adhésion bactérienne et l’encapsulation dans un biofilm qui en résulte sont des points 
clé des mécanismes d’infection d’implant. C’est pourquoi l’obtention de matériau dont la surface 
inhiberait l’adhésion des bactéries ou empêcherait la formation du biofilm a fait l’objet de 
nombreuses études.  
 
Les études ont, tout d’abord, montré que les différents types de matériaux avaient une 
influence variable sur la colonisation bactérienne. Il en ressort que les polymères sont plus 
enclins à être envahis par les micro-organismes en comparaison à des céramiques (Gristina, 
1987). Mais il est difficile de confronter directement les divers types de matériaux dont les 
propriétés de surface ne sont pas toujours comparables. 
En revanche, la modification de surface d’un même matériau apporte des éléments de 
réponse sur les caractéristiques physico-chimiques les plus aptes à inhiber l’adhésion 
bactérienne et la formation de biofilm. D’un point de vue physique et thermodynamique, une 
forte rugosité et/ou énergie libre de surface facilite la formation de biofilm sur des implants 
dentaires (Teughels et al., 2006). D’un point de vue chimique, le caractère 
hydrophile/hydrophobe semble être un des paramètres les plus influant de la colonisation 
bactérienne : il apparaît qu’une surface de biomatériau hydrophobe entraine une forte adhésion 
des bactéries tandis qu’une surface hydrophile a l’effet inverse (MacKintosh et al., 2006). Ces 
modifications sont dites « passives » puisqu’elles n’agissent pas directement sur les bactéries 
mais les empêchent seulement d’adhérer à la surface. 
Ces modifications de surface impliquent, dans la plupart des cas, un greffage 
polymérique, comme par exemple du poly(éthylène glycol), du poly(éthylène oxyde) ou encore 
                                                 
 
18
 Utilisation d'un antibiotique dans un but thérapeutique afin de prévenir l'éventuel survenue d'une infection susceptible d'être dangereuse. 
C’est une action préventive et non curative. 
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des polyuréthanes hydrophiles (Kaper et al., 2003 ; Kingshott et al., 2003 ; Nagel et al., 1996), 
sur la surface du matériau qu’il soit céramique, métallique ou initialement polymère (Guerrero et 
al., 2009). Or, ce greffage n’est pas toujours aisé et vient impacter directement la 
biocompatibilité et/ou la bioactivité initiale du substrat.  
De plus, les modifications de surface influencent la nature et la conformation des 
protéines qui s’adsorbent immédiatement à la surface du matériau lors de son implantation. 
Ainsi les techniques de modification de surface sont « à double tranchant » dans la mesure où 
si elles entrainent une diminution de l’adhésion bactérienne, elles peuvent également limiter 
l’intégration des tissus de l’hôte. Par exemple, l’on peut citer le cas de S. epidermidis qui produit 
des protéines se liant spécifiquement aux protéines de la matrice extracellulaire des cellules 
osseuses, telles que la fibronectine ou le collagène (Mack et al., 2007). Or ces mêmes 
protéines sont responsables de l’adhésion des cellules ostéogéniques et de l’ostéoformation. Il 
est donc nécessaire de trouver des solutions agissant plus spécifiquement sur les bactéries 
sans incidence sur les processus d’ostéointégration. 
 
I.3.4.2. Imprégnation d’antibiotiques 
 
Les antibiotiques sont des molécules organiques, naturelles, semi-synthétiques ou 
synthétiques qui détruisent les bactéries (action bactéricide) ou arrêtent leur croissance (action 
bactériostatique). Les antibiotiques agissent de manière spécifique sur les bactéries, en 
inhibant une seule étape essentielle de leur développement : synthèse de leur paroi, de l'ADN, 
des protéines, production d'énergie. Il existe un très grand nombre de famille d’antibiotiques qui 
n’agissent généralement que sur certains types bactériens, dépendamment des conditions 
d’infections, de la localisation et de nombreux autres facteurs. Les antibiotiques sont 
actuellement le principal moyen pour traiter et prévenir les infections chez les patients, et la 
France est en tête des pays européens les plus consommateurs d’antibiotiques. Les molécules 
les plus prescrites en milieu hospitalier sont l’association amoxicilline-acide clavulanique, 
l’ofloxacine, l’amoxicilline, la ceftriaxone et la ciprofloxacine (INVS, 2009). 
 
La première utilisation de plâtre de Paris imprégné avec des antibiotiques, pour traiter un 
défaut ostéomyélitique, s’est déroulée avec succès durant les années 1920 (McAuliffe, 2003). 
Depuis, de nombreuses stratégies ont été développées pour charger les différents types de 
matériaux en antibiotiques afin de prévenir localement et efficacement les infections liées à la 
pose d’implants. En raison de leurs activités antibactériennes sur un large spectre de bactéries, 
les molécules parmi la gentamycine, l’amoxicilline, la vancomycine ou encore la tobramycine 
ont été les plus étudiées pour l’imprégnation de biomatériaux. Dans les années 1970 et jusqu’à 
aujourd’hui, ces molécules ont été incorporées avec succès dans des ciments PMMA mais leur 
efficacité antibactérienne reste à prouver (Elson et al., 1977 ; Van de Belt et al., 2001). Le 
manque d’activité de ces ciments pourrait être en partie dû aux cinétiques de libération non 
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adaptées et à la faible disponibilité des antibiotiques qu’ils renferment. C’est pourquoi les 
stratégies actuelles visent à employer soit des substrats biodégradables ou poreux permettant 
une libération contrôlée et continue des molécules, soit des substrats où les antibiotiques 
seraient liés de manière covalente à la surface assurant une activité à plus long terme pour les 
implants permanents (ou non biodégradables). D’un côté, des polymères tels que le PLLA, le 
PLGA ou encore le chitosan, et des céramiques à base de phosphate de calcium, de sulfate de 
calcium ou de carbonate de calcium ont ainsi permis de réaliser des systèmes à libération 
contrôlée de tobramycine, gentamycine, vancomycine,… et dont les effets antibactériens et non 
cytotoxiques semblent prometteurs (EARSS, 2008 ; Lepretre et al., 2009 ; McKee et al., 2002 ; 
Norowski et al., 2007 ; Norowski & Bumgardner, 2009 ; Poelstra et al., 2002 ; Radin & 
Ducheyne, 2007 ; Schmidmaier et al., 2006). D’un autre côté, une surface de titane a pu être 
recouverte de vancomycine de manière stable via des liaisons covalentes entre le métal et la 
molécule tout en donnant de bons résultats antibactériens à long terme lors d’études in vitro 
(Antoci et al., 2007 ; Jose et al., 2005).  
 
Malgré les résultats encourageants de ces systèmes, les antibiotiques souffrent du 
phénomène de résistance des bactéries à leurs actions antibactériennes. Si certaines bactéries 
telles que P. aeruginosa sont naturellement robustes face aux antibiotiques (résistance 
naturelle), les autres bactéries sont susceptibles de muter génétiquement et de tolérer des 
concentrations en antibiotiques plus élevées que celles qui inhibent les souches sensibles de la 
même espèce (résistance acquise). La généralisation et l’utilisation massive de l’antibiothérapie 
a conduit à une sélection naturelle des souches résistantes, à tel point que le phénomène de 
résistance bactérienne est considéré aujourd’hui comme un véritable problème de santé 
publique. En Europe, un programme de surveillance (EARS-net : European Antimicrobial 
Resistance Surveillance Network) a été mis en place depuis 1999 afin de monitorer l’évolution 
de la résistance aux antibiotiques pour 7 bactéries pathogènes dont la résistance est en 
progression parmi lesquelles on trouve S. aureus, E. coli et P. aeruginosa (EARSS, 2008). A 
titre d’exemple, on peut citer la souche SARM (Staphylococcus Aureus Résistant à la 
Méticilline) qui compte pour près de 26 % des souches de S. aureus identifiées en France en 
2007 (Anonymous, 2008). 
Dans cette optique, il semble judicieux de trouver et de développer des solutions 
alternatives aux antibiotiques pour réaliser des biomatériaux de substitution osseuse 
antibactériens.  
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I.3.4.3. La voie ionique et des petites molécules 
 
La majorité des antibiotiques agissent spécifiquement sur un seul des processus vitaux 
de la bactérie, c’est pourquoi les mécanismes d’action de ces molécules sont aisément 
contournés par les bactéries et la résistance bactérienne aux antibiotiques est si répandue. Un 
grand intérêt de la communauté scientifique a donc été porté sur des alternatives 
antibactériennes à large spectre d’action sur une large sélection de bactéries. Depuis 
longtemps de nombreux métaux sont reconnus pour avoir ces propriétés, parmi lesquels on 
retrouve l’argent (Clement & Jarrett, 1994), le cuivre (Borkow & Gabbay, 2005), le zinc    
(Atmaca et al., 1998), le fer (Sun et al., 2011 ; Ward et al., 1986), l’or (Elsome et al., 1996 ; Gao 
et al., 2010), le niobium (Alfenas et al., 2011), le bismuth (Domenico et al., 1997), l’aluminium 
(Aguilar et al., 1956 ; Blank & Dawes, 1960), le mercure, le chrome, le cobalt ou encore le 
cadmium (Hassen et al., 1998). L’activité antibactérienne de ces métaux est essentiellement 
due, pour la plupart, aux ions métalliques qui leur sont associés (Ag+, Cu2+, Zn2+, Fe3+, Au+/3+, 
Nb5+, Bi3+, Al3+, Hg2+, Cr2+, Co2+ et Cd2+ respectivement) et est souvent fonction des conditions 
physico-chimiques (concentration, pH,…), biologiques (ligands potentiels, interaction cellulaire) 
et de l’espèce bactérienne (Gellert et al., 1999 ; Hassen et al., 1998). Pour évaluer le potentiel 
antibactérien d’un agent, les microbiologistes utilisent généralement la MIC (Minimum Inhibitory 
Concentration), qui correspond à la concentration la plus basse pour laquelle l’agent inhibe 
visiblement la croissance du micro-organisme (dans des conditions de culture données). 
Hassen reporte la MIC pour certains de ces ions sur les principales bactéries d’intérêt. Ces 
valeurs sont présentées dans le Tableau I.8 (Hassen et al., 1998).  
 
Valeurs exprimées en mM Cu
2+
Cr
2+
Co
2+
Cd
2+
Zn
2+
Hg
2+
P. aeruginosa 1,2 1,2 0,4 1,5 1,5 0,08
S. aureus 0,2 0,2 0,2 0,1 0,2 0,005
E. coli 0,5 1,5 0,2 0,2 0,2 0,05  
Tableau I.8 : MIC de 6 ions métalliques antibactériens pour des bactéries d’intérêt, cultivées en milieu nutritif (Oxoid) 
 
Dans cette étude, il apparaît que les éléments peuvent être classés dans l’ordre suivant 
Hg > Co > Cd > Cu/Cr > Zn, du plus toxique au moins toxique pour les bactéries. Parmi toute la 
liste des ions métalliques antibactériens, certains ne peuvent pas être utilisés pour des 
applications biomédicales en raison de leur toxicité évidente envers le corps humain. C’est le 
cas du mercure et du cadmium par exemple (Yamamoto et al., 1998). Certains peuvent 
également présenter des propriétés néfastes pour des applications ostéo-articulaires, comme 
l’aluminium soupçonné d’empêcher la minéralisation de tissus ostéoïdes lors du remodelage 
lorsqu’il est libéré en site osseux (Blades et al., 1998).  
Le mode d’action antibactérien est également un paramètre important à prendre en 
compte. Par exemple, Fe2+ réagit avec les peroxydes (H2O2) présents dans l’environnement 
pour former des radicaux hydroxyde (OH.) connus pour être très néfastes pour les cellules (Sun 
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et al., 2011) et qui est d’ailleurs utilisé par le corps comme mécanisme de défense (Lushchak, 
2001 ; Rada & Leto, 2008). Le fer n’agit donc pas directement sur les bactéries, à l’inverse de 
l’argent dont l’effet biocide est démontré (Akiyama et al., 1998 ; Yamanaka et al., 2005).  
 
De par une toxicité envers les cellules humaines considérablement plus basse que pour 
les bactéries et une grande efficacité antibactérienne connue depuis l’antiquité, l’argent est 
aujourd’hui l’agent antibactérien non-antibiotique le plus étudié et utilisé en association avec 
des biomatériaux. Il est largement employé sous deux principales formes : ionique (Ag+) ou en 
tant que nanoparticules d’argent métallique. La nature des vecteurs ou supports employant 
l’argent comme agent antibactérien est vaste et fourmille dans la littérature. Il est ainsi testé 
seul (Sondi & Salopek-Sondi, 2004), sous forme de gel (Jain et al., 2009), pour recouvrir des 
surfaces métalliques (Ewald et al., 2006), pour fabriquer des membranes polymères (Zhao et 
al., 2009), associé à des polymères (Deitch et al., 1983 ; Joyce-Wöhrmann & Münstedt, 1999), 
des zéolites (Haile et al., 2010), des bioverres (Ahmed et al., 2006) ou bien différents 
phosphates de calcium (amorphe, HAPst, TCP)  (Ando et al., 2009 ; Chung et al., 2005a ; Kim 
et al., 1998 ; Song et al., 2008). L’utilisation de cet élément en tant qu’agent antibactérien est 
aujourd’hui bien établie et des produits commerciaux enrichis en argent ont vu le jour, 
notamment pour des applications médicales en tant que pansements (Acticoat®) ou cathéters 
(Chorpa, 2007), mais également pour des applications textiles et domestiques (déodorant, 
peinture, purificateur d’eau,…) (Miura & Shinohara, 2009). Mais l’utilisation de plus en plus 
répandue de l’argent soulève des questions toxicologiques et écologiques sur l’impact à long 
terme des nanoparticules (Chen & Schluesener, 2008 ; Miura & Shinohara, 2009), dans la 
mesure où à forte dose l’argent peut provoquer une maladie de la peau, l’argyrisme (Moss et 
al., 1979) et que des cas de résistance bactérienne à l’argent ont émergé (Chorpa, 2007 ; 
Silver, 2003). Cependant, ces derniers sont rares et sporadiques et les mécanismes 
antibactériens de l’argent (action cumulée sur divers sites de la bactérie) sont tels qu’il est peu 
probable que l’augmentation de l’utilisation de cet élément en tant qu’agent antibactérien 
engendre des problèmes de santé publique similaires à ceux générés par les antibiotiques 
(Percival et al., 2005). 
 
De plus l’argent n’est pas présent biologiquement, il est donc possible de le distinguer 
des agents antibactériens naturellement présents chez les êtres vivants où ils jouent un rôle 
vital (oligo éléments), à l’instar du cuivre, du zinc, du fer ou encore du chrome. Ces éléments 
sont nécessaires au métabolisme cellulaire, généralement en tant que cofacteurs 
enzymatiques. Chez l’Homme mais aussi chez les bactéries, c’est la concentration dans 
l’organisme qui définit sa toxicité. Parmi ceux-ci, le cuivre et le zinc ont suscité un grand intérêt 
dans la recherche de biomatériaux antibactériens. Leur occurrence biologique et leur faible 
coût, en font de bons candidats pour des applications médicales. Parmi une sélection de 6 ions 
métalliques antibactériens incluant Ag+, Zn2+, Cu2+, Co2+, Al3+ et Hg2+, le cuivre se révèle être 
généralement le meilleur compromis entre propriété antibactérienne et cytotoxicité (Heidenau et 
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al., 2005). Le cuivre est également connu pour stimuler l’angiogénèse (ou néovascularisation : 
processus de croissance de nouveaux vaisseaux sanguins) et favoriser ainsi la guérison des 
plaies (Borkow, 2004). De son côté, le zinc montre un potentiel antibactérien légèrement plus 
faible mais semble posséder un potentiel ostéogénique en favorisant la formation osseuse (Ito 
et al., 2002). Le zinc et le cuivre sont donc largement représentés dans les études de 
biomatériaux à visé antibactérienne notamment pour leur innocuité et les bons résultats de 
réduction bactérienne qu’ils engendrent. Ils sont employés sous forme d’oxydes (Boyd et al., 
2006 ; Hirota et al., 2009), de nanoparticules (Esteban-Cubillo et al., 2006) ou ioniques (Mary et 
al., 2009 ; Li et al., 2006). Ils sont généralement adjoints à des substrats de toutes sortes, 
comme des ciments polyalkanoates (Boyd et al., 2006), des polyéthylènes (Zhang et al., 2007), 
des aciers inoxydables (Dan et al., 2005), des silicates (Esteban-Cubillo et al., 2006), des 
zéolites (Top & Ülkü, 2004), des fibres de cellulose (Mary et al., 2009) ou encore des verres 
(Abou Neel et al., 2005).  
Une grande part de ces études les considère aptes à être utilisés pour des applications 
osseuses ou dentaires (Abou Neel et al., 2005 ; Hotta et al., 1998) et plus particulièrement 
lorsqu’ils sont associés avec des céramiques à base de phosphate de calcium (Sahithi et al., 
2010 ; Stanić et al., 2010 ; Yang et al., 2010 ; Zhou et al., 2007). 
Enfin, un intérêt particulier a également été porté sur des espèces au potentiel biocide 
originellement utilisées par les organismes vivants. Parmi celles-ci, il est intéressant de relever 
les deux petites molécules que sont le monoxyde d’azote (NO) et le peroxyde d’hydrogène 
(H2O2). Ces deux molécules sont impliquées dans de nombreux processus physiologiques, 
comme la neurotransmission ou la vasodilatation pour le NO ou les mécanismes d’oxydation de 
molécules biologiques pour le peroxyde d’hydrogène (Stamler et al., 1992 ; Tolstikov et al., 
1996). De par leurs propriétés oxydantes, les molécules de peroxyde d’hydrogène et de 
monoxyde d’azote (et les dérivés radicalaires qui leur sont associés) sont généralement 
classées comme des dérivés réactifs de l’oxygène (ROS pour « Reactive Oxygen Species » et 
RONS pour « Reactive Oxygen Nitrogen Species », respectivement). Elles infligent aux cellules 
bactériennes un stress oxydatif qui leur est toxique (Albesa et al., 2004). Bien qu’étant 
également nuisibles pour les cellules humaines, l’organisme est capable d’en réguler la teneur 
via des enzymes spécifiques, telles que la peroxydase. C’est pourquoi, ces deux molécules se 
sont vues envisagées comme de potentiels agents antibactériens (Feuerstein et al., 2006 ; 
Juven & Pierson, 1996 ; Nablo et al., 2005 ; Nablo & Schoenfisch, 2005). 
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I.4. Les objectifs de ce travail 
 
La régénération osseuse est un processus naturel très complexe exigeant des conditions 
biologiques strictes. Elle s’appuie sur des étapes finement orchestrées pour aboutir à la 
néoformation d’un os dont les propriétés sont identiques à celui qu’il remplace. Elle implique 
une interaction forte entre les cellules du tissu, les surfaces osseuses disponibles et les 
nombreux facteurs engagés dans le processus. La réparation de défauts au-delà de la taille 
critique pose un problème majeur dans la mesure où ces conditions nécessaires ne sont pas 
remplies et que la reconstruction ne peut se faire par l’organisme sans aide extérieure. Le 
recours à des biomatériaux de substitution temporaire est alors indispensable mais doit 
répondre à un cahier des charges rigoureux en matière de biocompatibilité, de bioactivité et de 
propriétés mécaniques, afin d’exercer au mieux son rôle. Les apatites phosphocalciques 
nanocristallines, étant analogues au minéral osseux, dégradables et dotées de propriétés 
modulables, apparaissent comme d’excellents candidats pour ces applications. Cependant, les 
infections potentielles liées à l’implantation de substituts, malgré un faible taux associé, 
s’imposent comme des complications importantes qu’il n’est pas possible de négliger. De plus, 
la prévalence croissante des germes résistants aux antibiotiques contraint à trouver des 
solutions alternatives efficaces et viables à long terme. 
 
Ce travail vise donc à étudier la faisabilité de biomatériaux de substitution osseuse à 
base d’apatites nanocristallines de synthèse présentant des propriétés antibactériennes 
intrinsèques. N’ayant jamais été reportée dans la littérature, la stratégie envisagée ici consiste à 
enrichir des phosphates de calcium apatitiques biomimétiques en différents agents 
potentiellement antibactériens ioniques et non antibiotiques (brevet en cours de dépôt). Afin 
d’adapter les propriétés antibactériennes aux conditions d’infection, plusieurs voies 
d’enrichissement seront considérées visant à moduler les cinétiques de libération des agents 
antibactériens.  
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La première partie (chapitre II) de ce manuscrit s’intéresse à la synthèse et la 
caractérisation physico-chimique des apatites nanocristallines sans dopage antibactérien. Dans 
ce chapitre sera détaillé l’impact des paramètres de synthèse et de post-traitements sur les 
caractéristiques physico-chimiques de ces composés en vue de l’adaptation des conditions de 
synthèse en présence des agents antibactériens.  
Les chapitres suivants (chapitres III, IV, V et VI) détailleront les résultats obtenus dans le 
cas des apatites nanocristallines dopées avec les agents antibactériens, où chaque chapitre 
sera focalisé sur un type d’agent. Le cas du zinc sera étudié en premier (chapitre III), puis celui 
du cuivre (chapitre IV), de l’argent (chapitre V) et enfin, de manière préliminaire, des peroxydes 
(chapitre VI). 
Certains travaux antérieurs ont montré que des phénomènes de synergie apparaissaient 
lorsque plusieurs agents antibactériens étaient associés (Pedahzur et al., 1997), cette 
éventualité sera également traitée dans le chapitre VI, où diverses combinaisons de deux 
agents antibactériens seront étudiées. 
Enfin, la conclusion de ce manuscrit fournira une synthèse des principaux résultats de 
cette étude et discutera des perspectives du projet. 
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Ce chapitre traite de la synthèse et la caractérisation physicochimique des composés 
d’apatites nanocristallines non enrichis en agents antibactériens nous ayant servi de base aux 
travaux détaillés dans les chapitres suivants. Dans ce chapitre seront détaillés les protocoles de 
synthèse(s) de ces échantillons, les données de caractérisations physicochimiques ainsi que 
les résultats d’évaluation biologique et microbiologique. Une étude plus approfondie sur 
l’influence des paramètres de synthèse et de post-traitement est également décrite afin d’en 
déterminer les paramètres optimum pour la préparation d’apatite de référence (non 
antibactérien). Les travaux présentés dans ce chapitre serviront de base à nos 
expérimentations avant d’augmenter la complexité du système par ajout d’agent antibactérien.  
 
II.1. Apatite nanocristalline de référence 
II.1.1. Protocole de synthèse 
 
Dans cette étude, sauf exception mentionnée, la synthèse des apatites nanocristallines 
sera réalisée via une approche dite biomimétique, à savoir par coprécipitation en milieu aqueux, 
à température ambiante et à pH proche du pH physiologique. Le protocole de synthèse 
standard décrit dans cette section est celui  que nous avons suivi durant ces travaux, 
permettant l’obtention d’une apatite nanocristalline biomimétique, que nous nommerons « de 
référence ». 
 
Cette méthodologie implique, en premier lieu, la préparation d’une solution de calcium 
(solution A) par dissolution de nitrate de calcium Ca(NO3)2.4H2O dans 750 mL d’eau désionisée 
afin d’atteindre la concentration de 0,3 mol/L en calcium (soit 52,2 g de Ca(NO3)2.4H2O dans 
750 mL). En parallèle, une solution de phosphate (solution B) est préparée en dissolvant de 
l’hydrogénophosphate de di-ammonium (NH4)2HPO4 dans 1500 mL d’eau désionisée à la 
concentration de 0,6 mol/L en phosphate (soit 120 g de (NH4)2HPO4 dans 1500 mL).  
La solution A est rapidement versée dans la solution B à température ambiante et sous 
agitation pendant 5 minutes. Puis, l’agitation est arrêtée et la précipitation est laissée à maturer 
pendant 1 jour en solution dans les mêmes conditions de température. 
Le milieu de précipitation est ensuite séparé en 4 parts égales, filtrées sur systèmes de 
filtration Büchner et lavées à l’eau désionisée (4 L  par Büchner). Le produit obtenu est séché 
par lyophilisation pendant 3 jours (lyophilisateur réglé à une température comprise entre -50 °C 
et -80 °C sous une pression inférieure à 0,1 mbar). Enfin, la poudre lyophilisée obtenue est 
récupérée et stockée au congélateur à -18 þC pour limiter d’éventuelles évolutions. 
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Pendant toute la synthèse, le pH du milieu de précipitation est tamponné à une valeur 
proche du pH physiologique, à savoir 7,2, grâce à la présence du large excès d’ions 
phosphate ; cet excès étant défini suivant la réaction théorique de précipitation de 
l’hydroxyapatite stœchiométrique :  
 
33426410242423 812)()(2)(6)(10 HNONONHOHPOCaOHHPONHNOCa  
La Figure II.15 reprend de manière schématique le protocole de synthèse de l’apatite 
nanocristalline de référence. 
 
  
Figure II.15: Représentation schématique du protocole de synthèse d’une apatite nanocristalline biomimétique de 
référence 
 
 
 
II.1.2. Caractérisation physico-chimique 
 
Dans ce travail, ont été utilisées diverses techniques de caractérisation physicochimique 
complémentaires telles que la diffraction des rayons X, les techniques de spectroscopies 
vibrationnelles ou encore de microscopies, afin de fournir une « carte d’identité » la plus 
complète possible des composés synthétisés et d’évaluer leur potentielle évolution au cours des 
différentes modifications apportées au protocole, notamment lors du dopage antibactérien, ou 
des post-traitements. Cette section détaille toutes ces caractérisations physico-chimiques et en 
présente le résultat pour l’apatite nanocristalline de référence. 
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II.1.2.1. Diffraction des rayons X 
II.1.2.1.1. Diagrammes de diffraction des rayons X (DRX) 
 
La nature et les paramètres cristallographiques des phases cristallines obtenues dans ce 
travail ont été étudiés par diffraction des rayons X (DRX). Deux appareils ont été utilisés à ces 
fins, le premier est un diffractomètre SEIFERT -2  XRD 3000 TT, utilisant la radiation K 1K 2 
du cuivre (avec K Cu = 1,54051 Å et K Cu =  1,54433 Å), et le second est un diffractomètre 
à compteur courbe INEL utilisant la radiation K 1K 2 du cobalt (avec K Co = 1,78901 Å et 
K Co =  1,79290 Å). 
L’utilisation du diffractomètre SEIFERT a été privilégiée pour l’analyse détaillée des 
profils de diffraction des rayons X (nous utiliserons dans la suite de ce travail le terme de profile 
fitting) tandis que l’INEL a été utilisé pour la détermination des phases cristallines en présence. 
Ce dernier permet en effet, grâce à son compteur courbe, d’obtenir plus rapidement des 
diffractogrammes sur une large gamme angulaire (en 2θ). Les paramètres d’acquisition ont été 
fixés à un temps d’acquisition de 60 secondes par point avec un incrément de 0,04° sur une 
gamme angulaire comprise entre 2θ = 22 et 58° pour le SEIFERT et à 15 heures d’irradiation 
sur l’INEL (dont la gamme angulaire en 2θ est comprise entre 4 et 115 °). Sur toutes les figures 
et résultats présentés dans ce manuscrit sera indiquée la nature de la radiation correspondante 
( Cu pour le SEIFERT et Co pour l’INEL). La Figure II.16 représente les résultats obtenus par 
DRX pour une poudre d’apatite nanocristalline synthétisée via le protocole de référence décrit 
dans le paragraphe précédant ainsi que celui de l’hydroxyapatite stœchiométrique (calcinée à 
1000 °C pendant 1 heure). 
Comme nous pouvons le remarquer, tous les pics de diffraction observés pour cet 
échantillon peuvent être indexés avec la structure apatitique (hexagonale, de groupe d’espace 
P63/m) et aucune trace de phase secondaire cristallisée ne peut être détectée. Cependant, 
l’état de cristallinité de tels échantillons « biomimétiques » se révèle être faible comme le 
montre l’élargissement des raies de diffraction en comparaison avec l’hydroxyapatite 
stœchiométrique bien cristallisée (Figure II.16). Ce faible état de cristallinité est, de même, une 
des caractéristiques du minéral osseux et la DRX de composés biologiques tels que l’os ou la 
dentine présente une allure similaire à celle observée ici pour la synthèse de référence (Figure 
II.17)  
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Figure II.16: Comparatif des diagrammes de diffraction des rayons X de l’apatite nanocristalline de référence et de 
l’hydroxyapatite stœchiométrique, et attribution des principales raies de diffraction (anti-cathode au cuivre) 
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Figure II.17: Diagrammes de diffraction des rayons X de l’apatite nanocristalline de référence et d’os de rat âgé de 9 
mois (anti-cathode au cobalt) 
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II.1.2.1.2. Étude détaillée des profils de diffraction (profile fitting) 
 
Afin d’obtenir des informations cristallographiques sur les composés synthétisés, des 
analyses par profile fitting ont été réalisées sur les diffractogrammes obtenus, à l’aide du logiciel 
JANA 2006. L’hydroxyapatite stœchiométrique (HAPst), de formule Ca10(PO4)6(OH)2 (Z = 1 
unité formulaire par maille) a été choisie comme structure initiale, en prenant en compte les 
paramètres suivants (JCPDS, 9-432 ; Kay et al., 1964) :  
- Structure cristalline : hexagonale 
- Groupe d’espace : P63/m 
- Paramètres de maille : a = b = 9,418 Å ; c = 6,884 Å ;  =  = 90° ;  = 120° 
La forme des pics de diffraction a été considérée comme pseudo-Voigt (mélange de 
contribution gaussienne et lorentzienne, dont les proportions n’ont pas été fixées ici). Le 
programme prend également en compte un élargissement des raies dû à l’anisotropie des 
particules dans la direction [001]. Pour chaque profile fitting, une ligne de base à 5 points a été 
soustraite et les différents facteurs d’élargissement des raies ont été affinés un par un, dans 
l’ordre suivant :  
Ly  Lx  Lxe  a (= b)  c  Gw  Gv  Gu  asymétrie Simpson. 
Ly et Lx sont les facteurs d’élargissement de la contribution lorentzienne liés respectivement aux 
microcontraintes et à la taille des cristallites respectivement, par la relation suivante : 
tan
cos
y
x
Lorentz L
L
H  
où HLorentz est la largeur à mi-hauteur de la contribution lorentzienne et  la position de la 
réflexion considérée.  
Lxe est l’élargissement lié à l’anisotropie des particules dans la direction [001] dans la 
contribution lorentzienne.  
Les paramètres a, b et c sont les paramètres de maille. 
Gw, Gv et Gu sont les paramètres de la fonction de Caglioti (Caglioti et al., 1958) associée à la 
contribution gaussienne : 
wvuGauss GGGH tantan
22
 
où HGauss est la largeur à mi-hauteur de la contribution gaussienne et  la position de la 
réflexion considérée.  
Enfin, l’asymétrie Simpson est un paramètre prenant en compte l’asymétrie des pics de 
diffraction, due à des contributions de l’appareillage et l’échantillon (divergence axiale du 
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faisceau de rayons X, transparence de l’échantillon,…) et utilisant la loi d’intégration de 
Simpson, dont la méthode est décrite par Howard (Hill, 1992 ; Howard, 1982). 
Pour chaque échantillon, 5 profile fitting ont été réalisés sur un même diagramme de 
diffraction de rayons X afin de déterminer les valeurs moyennes et les écart-types associés. La 
variation des résultats provient du placement de la ligne de base qui ne peut être strictement 
identique à chaque analyse. La Figure II.18 présente un diagramme obtenu après profile fitting 
sur un diagramme de DRX d’une apatite nanocristalline synthétisée à partir du protocole de 
référence. 
 
 
Figure II.18: Diagramme de diffraction des rayons X expérimental d’une apatite nanocristalline synthétisée suivant le 
protocole de référence (diagramme en blanc) et diagramme calculé par profile fitting avec le logiciel JANA 2006 
(diagramme en rouge) 
 
Les résultats obtenus par ces traitements mathématiques ont permis d’estimer les 
paramètres de maille des composés synthétisés dans cette étude. Pour l’apatite nanocristalline 
de référence, ces valeurs sont  
a ~ 9,437 ± 0,004 Å 
c ~ 6,871 ± 0,002 Å 
Ces résultats indiquent une plus grande valeur du paramètre « a » et une plus faible 
valeur de « c » en comparaison avec l’HAPst. La contraction des paramètres de maille le long 
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de l’axe c et l’expansion dans la direction perpendiculaire sont en effet généralement observées 
pour des apatites non-stœchiométriques (Rowles, 1965). 
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Les paramètres de maille permettent également de calculer le volume de maille 
cristalline de ces composés dont la structure est hexagonale, suivant la formule :  
2
32 caVmaille  
Pour l’apatite nanocristalline de référence, le volume de maille est égal à 529,9 ± 0,5 Å3. 
 
Une estimation des dimensions moyennes des cristallites a également pu être obtenue à 
partir des profile fitting en utilisant la formule de Scherrer (Scherrer, 1918) : 
2
0
2)cos( rhkl
hkl
K
L
 
où : 
- Lhkl es la dimension apparente des cristallites dans la direction perpendiculaire au plan 
hkl (Å) 
- K est la constante de Scherrer (dans ce cas, K = 0,94) 
-  est la longueur d’onde du rayonnement X ( Cu = 1,54051 Å) 
- hkl est l’angle de diffraction correspondant à la raie (hkl) considérée 
- r est la largeur à mi-hauteur de la raie de diffraction (hkl) du diagramme expérimental 
(radians) 
- 0 est la largeur à mi-hauteur des raies de diffraction due à la contribution de 
l’appareillage (radians). Cette valeur a été déterminée sur le diagramme de 
l’hydroxyapatite stœchiométrique bien cristallisée dont les cristaux sont de taille 
micronique.   
Par ce modèle, l’analyse de la largeur de la raie (002) permet d’estimer la longueur des 
cristallites d’apatite selon l’axe (Oz) et celle de la raie (310) donne une information réunissant la 
largeur et l’épaisseur des cristallites (Tableau II.9). 
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La formule de Scherrer est un modèle couramment utilisé pour déterminer les 
dimensions des cristallites de phosphates de calcium en DRX (Bigi et al., 1997 ; Han et al., 
2009 ; Kannan et al., 2008). Cependant, l’élargissement des raies de diffraction peut, en plus de 
la taille des cristallites, être dû à l’existence de microcontraintes au sein du cristal. Il existe ainsi 
des modèles prenant en compte ces contraintes, c’est le cas du modèle de Hosemann et Vogel 
(Vogel & Hosemann, 1970). Ce modèle a donc été utilisé dans ce travail en complément du 
modèle de Scherrer. Voici sa formule : 
2
2
22
0
2* 1 m
d
g
L hkl
hkl
hkl
r  
où :  
- Lhkl, r et 0 sont les mêmes paramètres que ceux donnés dans la formule de Scherrer 
- * est la largeur à mi-hauteur corrigée de la raie (hkl) (radians) 
- dhkl est la distance interréticulaire pour le groupe de plans (hkl) (Å) 
- m est l’ordre de réflexion, avec m2 = h2 + k2 + l2 
- ghkl est le paramètre de distorsion dans la direction cristallographique [hkl]. 
 
Le tracé de la largeur à mi-hauteur corrigée ( *) d’une famille de plans (hkl) en fonction 
de l’ordre de réflexion au carré (m2) définit une droite qui permet de déterminer deux 
paramètres : la dimension apparente des cristallites dans la direction perpendiculaire au plan 
(hkl) et le paramètre de distorsion, ghkl, dans la direction [hkl] considérée  
(
2
hklddroiteladepente ).  
Dans notre cas, une valeur moyenne de la longueur des cristallites d’apatite a été 
obtenue en utilisant les raies (002) et (004). Étant donné le faible état de cristallinité des 
apatites, il nous est difficile d’obtenir des diffractogrammes de bonne qualité sur des plages 
angulaires étendues avec des temps d’acquisition raisonnables. C’est pourquoi, nous avons 
limité les analyses DRX à la gamme 2  : 22-58 °. Cette gamme ne comprend pas la raie (006) 
qui aurait été nécessaire à l’évaluation de la longueur moyenne des cristallites d’apatites 
nanocristallines par le modèle de Hosemann & Vogel (régression linéaire sur 3 points). Afin de 
vérifier la linéarité du modèle pour la famille de raie (002), (004) et (006), une acquisition DRX 
centrée sur ces lignes et en augmentant le temps d’exposition (240 secondes par point au lieu 
de 60 secondes) a été réalisée sur une apatite dont l’état de cristallinité était supérieur à celui 
du composé de référence (10 jours de maturation en solution). Le tracé de la largeur à mi-
hauteur corrigée des raies (002), (004) et (006) en fonction de m2 est reporté sur la Figure II.19. 
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Figure II.19: Application du modèle de Hosemann & Vogel pour la famille de réflexions (00l) d’une apatite 
nanocristalline maturée 10 jours en solution 
 
Le coefficient de corrélation linéaire obtenu ici est R2 = 0,98 et la longueur moyenne des 
cristallites de cette apatite a été estimée à 20,3 nm ± 0,07 nm. A titre comparatif, l’estimation de 
la longueur des cristallites a également été déterminée à partir d’un diffractogramme acquis 
dans les conditions « standards » (60 secondes d’exposition par point) en ne considérant que 
les lignes (002) et (004). La valeur ainsi fournie est de 20,5 nm ± 0,08 nm (soit 1 % de 
différence avec 20,3 nm) ce qui est très bon pour ce type de composé dont l’état de cristallinité 
est faible. Ces résultats confirment de plus le caractère nanocristallin de telles apatites. 
La dimension moyenne des cristallites relative à la famille de raies (300), (400) et (500) 
dans la gamme angulaire 22-58° (que nous appellerons « largeur moyenne » par souci de 
simplicité) a également pu être déterminée par le modèle de Hosemann & Vogel. Cependant, 
pour les apatites dont l’état de cristallinité est faible, comme pour le composé de référence, le 
tracé de * = f(m2) avec les raies (300), (400) et (500) conduit à des courbes dont le coefficient 
de corrélation linéaire peut être faible (R2 = 0,45 pour l’apatite nanocristalline synthétisée 
suivant le protocole de référence), probablement en raison du fait que les raies (400) et (500) 
ont une intensité faible. Néanmoins, la pente de ces courbes est très faible si bien que 
l’ordonnée à l’origine n’est que très faiblement impactée par le manque de linéarité des 3 
points. Il n’est donc pas aberrant, en première approximation, d’estimer la « largeur moyenne » 
des cristallites d’apatites à partir de ces 3 raies de diffraction, en admettant une erreur de 10 %.  
 
Le Tableau II.9 résume les valeurs obtenues par l’application des formules de Scherrer et 
de Hosemann et Vogel dans le cas de l’apatite de référence. 
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L (002 )
(nm)
L (310 )
(nm)
L (00 l )
(nm)
L (h 00 )
(nm)
19,4 ± 0,1 3,5 ± 0,1 14,5 ± 0,2 2,4 ± 0,3
Scherrer Hosemann & Vogel
 
Tableau II.9: Dimensions apparentes de cristallites obtenues par les modèles de Scherrer et de Hosemann et Vogel à 
partir des résultats de profile fitting pour une apatite synthétisée via le protocole de référence (maturation 1 jour) 
 
Les valeurs obtenues par ces deux modèles montrent des cristaux dont la taille est 
comprise dans le domaine nanométrique. Remarquons que l’application du modèle de 
Hosemann et Vogel fournit des valeurs légèrement inférieures à celles obtenues avec le modèle 
de Scherrer. Les données fournies par application de ce dernier demeurent cependant plus 
approximatives, car basées sur l’analyse de pics de diffraction isolés, contrairement au modèle 
plus complet proposé par Hosemann et Vogel qui prend en compte des familles de plans 
réticulaires.  
L’application du modèle de Hosemann et Vogel met par ailleurs en évidence, par une 
valeur non nulle du paramètre de distorsion « g », l’existence de microcontraintes intrinsèques 
aux nanocristaux d’apatite (désordre cristallin), déjà observées par certains auteurs (Baig et al., 
1999 ; Handschin & Stern, 1995). Ce résultat n’est pas surprenant pour de tels composés, 
compte-tenu de leur caractère généralement lacunaire et/ou substitué. En particulier, le 
paramètre de distorsion « g » associé à la direction [002] a été évalué à 0,0070 ± 0,0002 (celui 
associé aux directions [h00] n’a pas pu être déterminé). Bien que cette valeur absolue ne soit 
pas particulièrement significative en soi, elle pourra par la suite être utilisée à titre comparatif. 
 
II.1.2.2. Microscopies électroniques 
 
Afin de déterminer la taille et la morphologie des composés synthétisés dans cette étude, 
des analyses en microscopie électronique à balayage (MEB) et en transmission (MET) ont été 
réalisées.  
 
II.1.2.2.1. Microscopie électronique à balayage (MEB) 
 
Les analyses par MEB ont été réalisées sur un appareil LEO 435VP, après métallisation 
des échantillons par dépôt d’argent. La Figure II.20 présente les résultats obtenus par cette 
technique (en mode électrons secondaires) avec une tension de 10 kV, sur un échantillon 
d’apatite nanocristalline de référence lyophilisé et à différents grossissements.  
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Figure II.20: Clichés en microscopie électronique à balayage d’une poudre d’apatite nanocristalline de référence 
(lyophilisée) 
 
Ces clichés montrent des agglomérats de taille et de forme hétérogène dont la plupart 
ont des tailles supérieures au micromètre. Les cristaux d’apatites nanocristallines ont une forte 
tendance à l’agglomération et il est très difficile d’observer des nanocristaux isolés.  
 
II.1.2.2.2. Microscopie électronique en transmission (MET) 
 
Le MET permettant d’analyser des objets de l’ordre du nanomètre a été utilisé pour 
observer la morphologie de ces nanocristaux.  
Les analyses par microscopie électronique en transmission ont été réalisées sur un 
appareil de marque JEOL modèle JEM1400, sous une tension de 120 kV et un courant de 76 
µA. En raison de la forte tendance à l’agglomération des cristaux d’apatite nanocristalline et leur 
relative métastabilité (caractères hydraté et nanocristallin), il est difficile de trouver des 
conditions de dispersion satisfaisantes. Le protocole retenu dans cette étude consiste à 
disperser une faible quantité de poudre dans de l’éthanol sous ultrasons pendant une trentaine 
de secondes avant dépôt sur une grille d’analyse en cuivre traitée au carbone puis séchage à 
l’air. La Figure II.21 montre les résultats obtenus sur une apatite nanocristalline de référence. 
 
 
Figure II.21: Micrographies en microscopie électronique à transmission d’une apatite nanocristalline de référence 
(lyophilisée) 
 
Chapitre II – Étude des systèmes non dopés 
 81 
La microscopie électronique en transmission confirme le caractère nanométrique des 
cristaux d’apatite nanocristalline obtenus ici. Cependant, il n’est pas possible d’évaluer 
précisément leurs dimensions à partir de ces clichés MET car il est très difficile d’observer des 
cristaux individuels à cause d’une importante agglomération et du fait que les particules se 
dénaturent rapidement sous le faisceau d’électrons. L’on peut, en revanche, attester une 
morphologie relativement homogène des nanocristaux, en forme de plaquettes, à l’instar de ce 
qui a été reporté pour les cristaux d’apatite nanocristalline biologique (Landis et al., 1996). 
 
II.1.2.3. Analyses chimiques et thermogravimétriques 
II.1.2.3.1. Dosages chimiques 
 
La détermination de la composition chimique des échantillons obtenus dans cette étude 
a été réalisée par quantifications des espèces ioniques en présence. La teneur en ions calcium 
et orthophosphate (PO4
3- et HPO4
2-) a été estimée, après dissolution des échantillons dans de 
l’acide perchlorique 6 M, par complexométrie avec l’EDTA (acide éthylène diamine tétra-
acétique) et par spectrophotométrie visible en utilisant un complexe phospho-vanado-
molybdique à la longueur d’onde de 460 nm, respectivement (Charlot, 1974). Afin d’évaluer les 
teneurs respectives en ions phosphate (PO4
3-) et hydrogénophosphate (HPO4
2-), un pré-
traitement des échantillons (réalisé sous air) à 600°C pendant 1 heure est nécessaire. Ce 
traitement thermique conduit à la condensation des groupements hydrogénophosphate en ions 
pyrophosphate (P2O7
4-) via la réaction suivante : 
OHOPHPO
hC
2
4
72
1/600
2
42  
Les ions pyrophosphate n’étant pas complexés par le composé vanado-molybdique, le 
dosage spectrophotométrique après traitement thermique conduit alors à la quantité initiale 
d’ions PO4
3- seuls ; la teneur en ions HPO4
2- étant ensuite déterminée par soustraction avant et 
après traitement thermique. 
Le rapport atomique Ca/P du composé a été déterminé à partir de ces résultats de titrage 
et l’incertitude associée aux mesures de concentration en ions calcium et orthophosphate est 
évaluée à 0,5 %. 
 
Les résultats obtenus par ces techniques pour l’apatite nanocristalline de référence sont 
reportés dans le Tableau II.10.  
 
Échantillon
Teneur en Ca
2+
(mmol/100mg)
Teneur en PO4
3-
 + HPO4
2-
(mmol/100mg)
Rapport HPO4
2-
 / (PO4
3-
 + HPO4
2-
)
(% atomique)
Rapport molaire
Ca/P
Apatite nanocristalline 
de référence
0,866 ± 0,005 0,592 ± 0,003 18% ± 1% 1,46 ± 0,02
Hydroxyapatite 
stoechiométrique
1,001 ± 0,005 0,604 ± 0,003 0% 1,66 ± 0,02
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Tableau II.10: Composition chimique en cations et anions phosphate d’une apatite nanocristalline de référence et de l’ 
hydroxyapatite stœchiométrique 
 
La valeur du rapport Ca/P pour l’apatite nanocristalline est significativement plus faible 
que celle de l’hydroxyapatite (dont la valeur théorique est 1,67), soulignant le caractère non-
stœchiométrique de ce composé. 
 
II.1.2.3.2. Analyse Thermo-Gravimétrique (ATG) 
 
L’analyse thermo-gravimétrique (ATG) permet dans le cas des apatites nanocristallines 
d’obtenir des informations sur les pertes d’eau (de différentes provenances), voire de CO2 (en 
cas de carbonatation des échantillons), que subissent les composés lors de l’augmentation 
progressive de la température. Connaissant les réactions chimiques associées à ces pertes 
d’eau, il est parfois également possible de quantifier certaines espèces chimiques du composé. 
Pour réaliser ces analyses, nous avons utilisé un appareil de la marque SETARAM, 
modèle Setsys Evolution TG. La gamme de température étudiée a été fixée entre 30 et 900 °C, 
avec une rampe de température de 5 °C/min, sous air. Les échantillons ont été placés dans un 
creuset en platine. La Figure II.22 présente les résultats obtenus par cette technique et dans ces 
conditions pour une apatite nanocristalline de référence. 
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Figure II.22: Courbe d’analyse thermo-gravimétrique d’une apatite nanocristalline de référence 
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Trois pertes de masse distinctes (Δm1, Δm2 et Δm3) peuvent être observées entre 30 et 
850 þC pour les apatites nanocristallines. La première (Δm1), comprise entre 30 et environ 350 
þC, correspond à la perte d’eau adsorbée et de la couche hydratée de surface des 
nanocristaux. Elle est égale ici à 8,0 % massique. La seconde perte de masse (Δm2) est située 
entre environ 350 et 650 þC et est attribuable à la perte d’eau liée à la condensation des ions 
HPO4
2- en ions pyrophosphate P2O7
4- suivant la réaction précédemment décrite dans la 
section II.1.2.3.1. Sa valeur est évaluée, dans le cas présent, à 1,1 % massique. Enfin, la 
dernière perte d’eau (Δm3), entre 650 °C et 850 °C, est issue de la réaction entre les ions 
pyrophosphate et les ions hydroxyde apatitiques (OH-) pour former des ions phosphate (PO4
3-) 
selon la réaction : 
OHPOOHOP 2
3
4
4
72 22  
A partir de la perte de masse Δm3, il est possible, suivant les cas, d’estimer la teneur en 
ions HPO4
2- ou OH-. Le dosage de l’une ou l’autre espèce ionique dépend théoriquement du 
rapport Ca/P de l’apatite analysée. En effet, en considérant la formule chimique globale souvent 
utilisée pour les apatites nanocristallines : Ca10-x(PO4)6-x(HPO4)x(OH)2-x, deux cas de figure se 
présentent : 
 - Si le rapport Ca/P est supérieur à 1,5, la valeur « x » de la formule est inférieure à 1, 
les ions OH- sont en excès par rapport aux ions HPO4
2-. La réaction conduisant à Δm3 
consomme ainsi tous les ions P2O7
4- formés par la condensation des ions HPO4
2- (lié 
à la perte de masse Δm2). Il est donc possible de quantifier les ions P2O7
4- et de 
calculer la teneur en ions HPO4
2- initiale. 
 - Si le rapport Ca/P est inférieur à 1,5, la valeur « x » de la formule est, dans ce cas-
ci, supérieure à 1 et l’on se retrouve avec un excès d’ions HPO4
2- par rapport aux 
ions OH-. La réaction conduisant à Δm3 consomme alors tous les ions OH
- qui 
peuvent donc être quantifiés.  
Dans le cas présent, la perte de masse Δm3 a été mesurée à 0,5 % massique. Le 
rapport Ca/P de cette composition étant de 1,46 (Ca/P < 1,5), la quantification des ions OH- a 
été évaluée à 0,059 mmol/100mg. 
 
La perte de masse Δm2 permet de quantifier la teneur en ions HPO4
2- présents dans les 
composés. Pour l’apatite nanocristalline de référence, la perte de masse Δm2 a été mesurée à 
1,1 % massique, ce qui conduit à une teneur en ions HPO4
2- égale à 0,125 mmol/100mg. Cette 
valeur est supérieure à celle déterminée par dosage chimique (par spectrophotométrie, voir 
section II.1.2.3.1 de ce chapitre), dont la valeur était de 0,107 mmol/100mg. Cette différence 
peut être expliquée par l’incertitude liée à la lecture de la perte de masse Δm2 sur les courbes 
ATG. De plus, dans certains cas, les courbes ATG d’apatites nanocristallines présentent une 
perte de masse Δm1 en partie superposée à la perte de masse Δm2, rendant délicate sa 
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mesure. C’est pourquoi dans la suite de ce travail, l’évaluation de la teneur en ions HPO4
2- par 
dosage chimique sera préférée. 
 
En compilant, les données obtenues par dosage chimique et par analyse 
thermogravimétrique, il nous a été possible de définir une formule chimique expérimentale 
globale de l’apatite nanocristalline de référence : 
60.008.1492.4476.8 )()()( OHHPOPOCa  
II.1.2.4. Spectroscopies vibrationnelles 
 
Les techniques de spectroscopies vibrationnelles appliquées aux solides sont des outils 
de caractérisation particulièrement utiles en chimie des phosphates de calcium dans la mesure 
où ils présentent différents groupements phosphate (voire carbonate) et hydroxyde. Une part 
importante de ce travail est basée sur des résultats obtenus par spectroscopie infrarouge. Des 
tests préliminaires en spectroscopie Raman ont également été menés.  
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II.1.2.4.1. Spectroscopie d’absorption Infrarouge à transformée de Fourier 
(FTIR) 
 
L’appareillage utilisé dans ce travail est un spectromètre infrarouge à transformée de 
Fourier (FTIR) Nicolet 5700. Les analyses ont été effectuées dans une gramme spectrale 
comprise entre 400 cm-1 et 4000 cm-1, avec une résolution de 4 cm-1, à partir de la dispersion 
des échantillons solides (sous forme de poudre) dans des pastilles de bromure de potassium 
(KBr). La Figure II.23 montre les résultats obtenus en transmission sur une apatite 
nanocristalline de référence et l’hydroxyapatite stœchiométrique, ainsi que l’attribution des 
principales bandes d’absorption.  
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Figure II.23: Spectres FTIR d’une apatite nanocristalline de référence et de l’hydroxyapatite stœchiométrique 
 
Les bandes d’absorption infrarouge caractéristiques des groupements phosphate et 
hydroxyde en environnements apatitiques (détaillé dans le Tableau II.11) sont présentes pour les 
deux composés (Penel et al., 1998 ; Leung et al., 1990).  
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Position 
des bandes
(cm
-1
)
Assignation 
des modes 
de vibration
469 2
 (PO4)
OPO bending
562,575,603 4
 (PO4)
OPO bending
631 L
 (OH)
libration
962 1
 (PO4)
P-O stretching
1040, 1092 3
 (PO4)
P-O stretching
3570 s
 (OH)
élongation  
Tableau II.11: Position des bandes infrarouges des groupements phosphate et hydroxyde apatitiques 
 
Cependant, et en accord avec les résultats mentionnés dans la section II.1.2.1.1, le 
spectre infrarouge de l’apatite nanocristalline montre une diminution de la résolution spectrale 
en comparaison avec le cas de l’hydroxyapatite, ce qui peut probablement être relié à un état 
de cristallinité plus faible. 
La présence de groupements HPO4
2- est également observée aux positions 875 cm-1, 
1140 cm-1 et 1195 cm-1 ; de tels ions peuvent en effet être incorporés au moment de la 
formation des apatites en solution ou encore être formés par hydrolyse interne de certains ions 
PO4
3- selon la réaction : 
OHHPOOHPO 242
3
4  
 (Heughebaert, 1977). Il peut aussi être noté que l’intensité relative des bandes attribuées aux 
ions OH- en sites apatitiques (situées ici à 631 et 3573 cm-1) est plus faible dans le cas de 
l’apatite nanocristalline que pour l’hydroxyapatite stœchiométrique. L’existence des 
groupements bivalents HPO4
2- dans le réseau apatitique et la baisse de la teneur en ions OH- 
confirment la non-stœchiométrie des apatites biomimétiques mentionnée dans la 
section II.1.2.3.1. 
De plus, comme nous l’avons évoqué dans le premier chapitre de ce manuscrit, les 
cristaux d’apatites nanocristallines (tout comme les apatites biologiques) présentent en leur 
surface une couche phosphocalcique non-apatitique hydratée. Il est notamment possible de 
mettre en évidence ces environnements hydratés par analyse des spectres FTIR dans le 
domaine 400-800 cm-1, domaine de vibration des modes 2 et 4 (PO4) et L (OH). Les 
précédentes études sur les phosphates de calcium et plus particulièrement les apatites 
nanocristallines (Cazalbou et al., 2004b ; Fowler et al., 1966 ; Rey et al., 1990 ; Termine et al., 
1973), ont permis de positionner les différentes bandes appartenant à ce domaine spectral qui, 
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en plus des bandes d’absorption des ions PO4
3- et OH- localisés en sites apatitiques (Tableau 
II.11), héberge également les bandes relativement intenses des ions HPO4
2- en sites apatitiques 
et non-apatitiques, aux positions 550 et 530 cm-1 respectivement. Une bande attribuée aux ions 
PO4
3- en sites non-apatitiques est généralement aussi observée à 617 cm-1 mais son intensité 
demeure souvent faible. Enfin, le mode de libration de l’eau affiche une bande dans ce domaine 
à une position d’environ 670 cm-1, probablement liée à la présence de molécules d’eau restées 
après la lyophilisation (Kaflak & Kolodziejski, 2011). Le Tableau II.12 résume les positions des 
différentes bandes comprises dans le domaine 400-800 cm-1. 
 
Position des bandes
(cm
-1
)
Attribution
470 2 (PO4)
530-534 HPO4
2-
 non-apatitique
550 HPO4
2-
 apatitique
560
575
601
617 PO4
3-
 non-apatitique
631 OH
-
 apatitique
670 H2O (libration)
PO4
3-
 apatitique
 
Tableau II.12: Position des bandes FTIR d’une apatite nanocristalline dans le domaine 400-800 cm-1 
 
Pour mettre en évidence ces informations, nous avons réalisé des décompositions 
spectrales, basées sur une méthodologie précédemment développée au laboratoire (Cazalbou 
et al., 2004a ; Rey et al., 2007a), à partir des résultats FTIR obtenus dans le domaine spectral 
400-800 cm-1 et à l’aide du logiciel ORIGIN 8.1. Après soustraction d’une ligne de base linéaire 
(ancrée aux minima d’absorption de part et d’autre du massif), les 9 bandes sont initialisées aux 
positions détaillées dans le Tableau II.12, en les considérant de forme lorentzienne. Étant donné 
la largeur importante de ces bandes dans le cas des apatites nanocristallines, différentes 
solutions mathématiques peuvent être trouvées par le logiciel. C’est pourquoi, nous avons 
choisi de fixer les paramètres (position et largeur à mi-hauteur) de certaines bandes 
d’absorption. Cependant, pour pouvoir rendre compte au mieux de la réalité expérimentale, 
l’idée était d’en fixer le moins possible. Ainsi, les positions des bandes d’absorption des ions 
HPO4
2- apatitiques, PO4
3- apatitiques et la bande des OH- apatitiques ont été fixées à 550, 617 
et 631 cm-1 respectivement. La bande des ions HPO4
2- non-apatitiques a également été fixée à 
une position comprise entre 530 et 534 cm-1. Les positions des bandes d’absorption 2 et 4 des 
ions phosphate dans les environnements apatitiques (à 470, 560, 575 et 601 cm-1) ainsi que la 
bande d’absorption de l’eau (670 cm-1) n’ont quant à elles pas été fixées ; expérimentalement, 
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les solutions proposées ne montrent pas de déplacement de ces bandes. Par ailleurs, les 
largeurs à mi-hauteur des bandes des ions HPO4
2- non-apatitiques et OH- apatitiques ont 
également été fixées à 45 et 44,3 cm-1 respectivement, car la divergence des solutions 
mathématiques proposées par le logiciel était plus importante au niveau de ces bandes 
d’absorption. La valeur des largeurs à mi-hauteur de ces bandes a été déterminée en utilisant 
deux composés : un à forte teneur en ions HPO4
2- non-apatitiques et un à forte teneur en ions 
OH- apatitiques, pour lesquels les bandes en cause étaient aisément discriminables. La Figure 
II.24 montre le résultat de la décomposition spectrale dans le cas d’une apatite nanocristalline 
de référence et de l’hydroxyapatite stœchiométrique.  
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Figure II.24: Décomposition spectrale FTIR dans le domaine 400-800 cm
-1
 pour a) une apatite nanocristalline de 
référence et b) l’hydroxyapatite stœchiométrique 
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Une moyenne réalisée à partir de 3 décompositions spectrales d’un même spectre a été 
calculée pour chaque composé. De la même manière que les analyses de profile fitting en DRX, 
la variation des résultats obtenus par décomposition spectrale provient du placement de la ligne 
de base. Afin de suivre et de comparer l’évolution des teneurs en espèces ioniques d’intérêts 
(les groupements en sites non-apatitiques, les ions HPO4
2- et les ions OH-), une évaluation 
semi-quantitative a été réalisée à partir de ratios des intensités intégrées (aires) des bandes 
d’absorption FTIR (obtenues par décomposition spectrale). La bande à 631 cm-1 étant attribuée 
aux ions OH- en sites apatitiques, elle fut rapportée (par le biais d’un rapport d’aires) à toutes 
les espèces en sites apatitiques observées dans ce domaine (ions HPO4
2- et PO4
3- apatitiques). 
Concernant, la bande d’absorption des ions HPO4
2- non-apatitiques (à 530 cm-1), une division 
de son aire par la somme des aires des bandes phosphate (en sites apatitiques et non-
apatitiques) a été calculée. Voici le détail des calculs, réalisés à partir des intensités intégrées 
des bandes, qui seront utilisés tout au long de ce travail en fonction des espèces étudiées : 
 
Rapport des intensités intégrées
pour les ions OH- apatitiques =
OH- ap
OH- ap + PO4
3- ap + HPO4
2- ap
 
 
Rapport des intensités intégrées
pour les ions HPO4
2- non-apatitiques
=
HPO4
2- non-ap
PO4
3- ap + PO4
3- non-ap + HPO4
2- ap + HPO4
2- non-ap
 
 
Rapport des intensités intégrées
pour les ions HPO4
2- apatitiques
=
HPO4
2- ap
PO4
3- ap + PO4
3- non-ap + HPO4
2- ap + HPO4
2- non-ap
 
 
(ap = en sites apatitiques et non-ap = en sites non-apatitiques) 
Il faut noter que ces rapports d’aires ne permettent pas de mesurer la teneur relative de 
chaque ion considéré car l’intensité des bandes infrarouge n’est pas directement 
proportionnelle à la quantité d’ions analysés (il faut notamment prendre en compte les 
coefficients d’extinction de chacun de ces ions). En réalisant ces rapports d’aires pour les ions 
OH- apatitiques et HPO4
2- non-apatitiques et apatitiques, il est néanmoins possible d’obtenir une 
valeur qui est proportionnelle à la teneur relative de chaque ion et qui pourra par la suite être 
utilisée pour réaliser des comparaisons entre différents échantillons. Cependant, pour plus de 
clarté, dans la suite de ce manuscrit il sera employé le terme de « teneur relative » pour 
qualifier les résultats de ces rapports d’intensités intégrées. 
 
On peut ainsi remarquer que le spectre FTIR obtenu pour l’apatite nanocristalline 
synthétisée dans les conditions de référence (Figure II.23) confirme les données reportées dans 
la littérature (Cazalbou et al., 2004b ; Fowler et al., 1966 ; Rey et al., 1990 ; Termine et al., 
1973). Au-delà des bandes d’absorption associées aux ions PO4
3- localisés dans les 
environnements apatitiques, l’existence d’ions HPO4
2- présents à la fois dans les 
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environnements apatitiques et non-apatitiques a été observée au niveau des deux bandes 
relativement intenses aux positions 550 et 530 cm-1. Une bande à 617 cm-1 généralement 
attribuée aux ions PO4
3- non-apatitiques apparaît également sur le spectre, mais avec une 
faible intensité. La bande à 631 cm-1 attribuable aux ions OH- (apatitiques) est clairement 
détectable malgré une intensité significativement plus faible que celle observée pour 
l’hydroxyapatite stœchiométrique. Cette dernière observation ainsi que la teneur non-
négligeable en ions HPO4
2- confirment la sous-stœchiométrie des échantillons d’apatites 
nanocristallines préparés à partir du protocole de référence et corroborent les données de DRX 
et d’analyse chimique précédemment exposées. Enfin, une bande (de faible intensité) attribuée 
à la libration de molécules d’eau positionnée à 670 cm-1 a aussi été détectée sur ce composé 
de référence, qui peut être reliée à des molécules d’eau de surface ayant subsistées après 
lyophilisation (Kaflak & Kolodziejski, 2011). 
 
II.1.2.4.2. Spectroscopie Raman 
 
Afin de compléter l’étude par FTIR et potentiellement atteindre des modes de vibration 
non-actifs en infrarouge, des analyses par spectroscopie Raman ont été effectuées. L’appareil 
utilisé pour ces analyses est un microscope confocal Raman LabRAM HR 800 de la marque 
Horiba Jobin-Yvon. La gamme spectrale sondée s’étend entre 100 et 4000 cm-1 en utilisant une 
source émettant dans le vert à 532 nm. L’acquisition a été réalisée avec un temps d’exposition 
de 180 secondes et 6 accumulations pour chaque point avec un objectif optique x100 et une 
ouverture de diaphragme de 100 µm. La Figure II.25 représente le spectre Raman (gammes 
spectrales d’intérêt) ainsi obtenu pour une apatite nanocristalline de référence en comparaison 
avec l’hydroxyapatite stœchiométrique. 
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Figure II.25: Spectres Raman d’une apatite nanocristalline de référence et de l’hydroxyapatite stœchiométrique (la bande à 961cm-1 à été tronquée pour des raisons de lisibilité) 
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A l’instar de la spectroscopie infrarouge, le spectre Raman des apatites nanocristallines 
présente les bandes caractéristiques de l’hydroxyapatite stœchiométrique (Tableau II.13). De 
plus, la résolution globale du spectre est plus faible pour le composé nanocristallin pouvant de 
nouveau être reliée à un état de cristallinité plus faible pour les apatites nanocristallines. La 
présence de bandes supplémentaires, non observées pour l’hydroxyapatite stœchiométrique, a 
également pu être mise en évidence ici. Bien que peu de travaux sur l’étude par spectroscopie 
Raman des apatites nanocristallines aient été reportés dans la littérature, les bandes 
positionnées à 882 et 1003 cm-1 ont été attribuées (Penel et al., 1998) aux groupements HPO4
2-
, mais le domaine auquel ils appartiennent (cœur apatitique ou couche hydratée) n’a pas été 
défini. En revanche, les bandes situées à 550, 828, 916, 1122 et 3698 cm-1 n’ont jamais été 
reportées à notre connaissance et leur attribution est difficile à déterminer sans études 
complémentaires. Le Tableau II.13 regroupe la position des bandes observées sur les spectres 
de la Figure II.25 et leurs attributions lorsque cela fut possible. 
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Hydroxyapatite
stoechiométrique
Apatite
nanocristalline
de référence
312 (f-)
331 (f-) OH-translation
431 (f+) 428 (f+)
447 (mf+) 445 (mf+)
550 (f- & l)
580 (mf+) 580 (mf+)
588 (ép) 588 (ép)
592 (mf+) 591 (mf+)
608 (m) 608 (m)
616 (f-)
816 (tf-) 828 (f-)
882 (m)
P-OH stretch 
des HPO4
916 (ép)
949 (ép) 950 (ép)
962 (ttf+) 961 (ttf+)
1003 (mf+) 1 HPO4
1028 (m)
1033 (ép)
1040 (m) 1036 (ép)
1043 (m)
1047 (mf+) 1046 (mf+)
1052 (m)
1055 (m)
1060 (f-)
1062 (f-)
1076 (mf+) 1074 (m)
1122 (ép)
3250 (tl)
3400 (tl)
3573 (f+) 3570 (f+) OH-stretch
3698 (f-)
tf- : très faible
f- : faible
mf- : moyennement faible
m : moyenne
mf+ : moyennement forte
f+ : forte
ttf+ : très très forte
ép : épaulement
l : large
tl : très large
Assignation 
des bandes
Position (cm
-1
)
H2O
2 PO4
4 PO4
3 PO4
1 PO4
 
Tableau II.13: Position expérimentale des bandes Raman pour une apatite nanocristalline de référence et 
l’hydroxyapatite stœchiométrique 
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II.2. Effets des paramètres de synthèses 
 
L’influence des paramètres de synthèse sur les caractéristiques physico-chimiques des 
apatites nanocristallines est un phénomène qui semble souvent sous-estimé dans les études 
reportées dans la littérature. Or la sélection de ces paramètres peut être fondamentale, compte 
tenu du caractère non-stœchiométrique, hydraté et nanocristallin des apatites biomimétiques. 
Par exemple, des échantillons préparés par neutralisation de l’acide phosphorique (H3PO4) par 
l’hydroxyde de calcium (Ca(OH)2) à différentes températures ont montré des degrés de 
cristallinité et d’hydratation variables (Sakhno et al., 2010). L’impact du pH et du temps de 
maturation en solution ont également été mis en évidence dans de précédents travaux 
préliminaires du laboratoire (Drouet et al., 2009 ; Eichert et al., 2005a). 
Dans la mesure où nous serons amenés à modifier ces paramètres de synthèse au 
cours de cette étude lors de l’incorporation des agents antibactériens, il nous a paru important 
d’en évaluer les effets en premier lieu sur une apatite nanocristalline de référence (non dopée). 
La modification des paramètres de synthèse et leur potentielle influence sur les caractéristiques 
physico-chimiques des apatites nanocristallines font l’objet de ce paragraphe et comprennent la 
modification du temps de maturation en solution, de la température de maturation, du pH et de 
la nature des contre-ions des sels de départ, à partir du protocole de synthèse de référence 
exposé dans la première section de ce chapitre.  
 
II.2.1. Effet du temps de maturation en solution 
 
Le temps de maturation en solution est le temps compris entre le début de la 
précipitation et la fin de l’étape de lavage (Figure II.15). Les temps de maturation étudiés ici ont 
été compris entre 20 minutes et 20 jours (20 minutes, 6 heures, 15 heures, 1 jour, 3 jours, 6 
jours et 20 jours). 
Les analyses par diffraction des rayons X ont montré que tous les échantillons précipités 
conservaient une structure apatitique avec des pics de diffraction larges et aucune phase 
cristalline secondaire n’a été détectée (Figure II.26). 
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Figure II.26: Diagrammes de diffraction des rayons X d’apatites nanocristallines à temps de maturation en solution croissant, compris entre 20 minutes et 20 jours 
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Cependant, au fur et à mesure que le temps de maturation augmente, les pics de 
diffraction s’affinent, ce qui est particulièrement visible sur les raies de diffraction (002) et (004), 
attestant d’une modification des caractéristiques de la phase apatitique en présence. De plus, 
une meilleure résolution des diagrammes DRX a été observée au fur et à mesure de la 
maturation, ce qui est particulièrement visible au niveau de la raie (310) par exemple. Ces effets 
soulignent des modifications intrinsèques des apatites au niveau de la 
composition/stœchiométrie et/ou des contraintes internes/taille des cristallites. 
L’application de la formule de Scherrer aux raies (002) et (310) a permis, comme 
précédemment, d’estimer la longueur et la largeur/épaisseur moyenne des nanocristaux (Figure 
II.27).  
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
1,0
1,5
2,0
2,5
3,0
3,5
4,0
4,5
5,0
5,5
L
a
rg
e
u
r 
m
o
y
e
n
n
e
 d
e
s
 c
ri
s
ta
lli
te
s
 (
n
m
)
Temps de maturation (jours)
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
8
10
12
14
16
18
20
22
24
 basées sur la formule de Scherrer
 basées sur le modèle de Hosemann & Vogel
Temps de maturation (jours)
L
o
n
g
u
e
u
r 
m
o
y
e
n
n
e
 d
e
s
 c
ri
s
ta
lli
te
s
 (
n
m
) a)
b)
■ Basées sur la formule de Scherrer
O Basées sur le modèle de Hosemann & Vogel
■ Basées sur la formule de Scherrer
O Basées sur le modèle de Hosemann & Vogel
L
a
rg
e
u
r/
é
p
a
is
s
e
u
r 
(n
m
)
L
o
n
g
u
e
u
r 
(n
m
)
L
a
rg
e
u
r 
m
o
y
e
n
n
e
 d
e
s
 c
ri
s
ta
lli
te
s
 (
n
m
)
L
o
n
g
u
e
u
r 
m
o
y
e
n
n
e
 d
e
s
 c
ri
s
ta
lli
te
s
 (
n
m
)
L
a
rg
e
u
r/
é
p
a
is
s
e
u
r 
(n
m
)
L
o
n
g
u
e
u
r 
(n
m
)
 
Figure II.27: Évolution a) des longueurs moyennes et b) des largeurs/épaisseurs moyennes des cristallites d’apatites 
nanocristallines en fonction du temps de maturation en solution, obtenues par la formule de Scherrer et le modèle de 
Hosemann & Vogel 
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Les longueurs et largeurs/épaisseurs moyennes issues du modèle de Scherrer sont 
comprises dans la gamme 12-24 nm et 2-5 nm respectivement. Bien que toujours dans le 
domaine nanométrique, ces résultats indiquent une augmentation significative des dimensions 
des cristallites, d’un facteur proche de 2, à la fois en longueur et en largeur/épaisseur, sur une 
période de 20 jours.  
En utilisant le modèle de Hosemann et Vogel pour calculer les dimensions des 
cristallites, les résultats obtenus sont compris entre 9,5 ± 0,4 et 17,6 ± 0,4 nm pour la longueur 
et 1,3 ± 0,2 et 4,0 ± 0,4 nm pour la largeur/épaisseur entre 20 minutes et 20 jours de 
maturation, respectivement. La présence de microcontraintes est supportée par l’évaluation du 
paramètre de désordre « g002 » dont les valeurs sont comprises entre 0,0106 ± 0,0012 pour 20 
minutes de maturation et 0,0059 ± 0,0007 pour 20 jours. La diminution du paramètre « g » avec 
l’augmentation du temps de maturation associée à l’accroissement des dimensions des 
cristallites révèlent une amélioration de l’état de cristallinité (de plus grand cristaux globalement 
mieux ordonnés cristallographiquement). 
Enfin, il faut noter que le volume de maille cristalline déterminé à partir des résultats de 
profile fitting ne varie pas significativement en fonction du temps de maturation, conservant une 
valeur proche de 530 Å3. En effet, il est par exemple égal à 530,3 ± 1,2 Å3 lorsque le temps de 
maturation est de 20 minutes et égal à 529,7 ± 0,2 Å3 lorsque le temps de maturation est de 20 
jours. 
 
Les observations par TEM confirment le caractère nanométrique des cristaux 
indépendamment du temps de maturation. Il n’a cependant pas été possible d’en évaluer la 
taille précise à partir de ces analyses en raison de la difficulté d’observer des cristaux 
individuels (fort effet d’agglomération). Néanmoins, la morphologie en plaquette précédemment 
mentionnée pour l’apatite nanocristalline de référence est conservée sur toute la plage de 
temps de maturation testée. 
 
La spectroscopie infrarouge ne révèle aucune bande d’absorption dans le domaine 
spectrale 1350-1550 cm-1 (les spectres FTIR sont donnés à l’annexe II.1). Les bandes 
caractéristiques des ions carbonate se situant dans cette gamme spectrale, cette observation 
n’indique donc aucun phénomène de carbonatation des échantillons avec le temps de 
maturation en solution. Ainsi, l’analyse chimique élémentaire a été portée sur la quantification 
des ions calcium et orthophosphate. Ces analyses ont révélé une augmentation du rapport 
molaire Ca/P dont les valeurs sont situées entre 1,35 ± 0,02 et 1,48 ± 0,02, pour 20 minutes et 
20 jours de maturation respectivement (Figure II.28). 
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Figure II.28: Évolution du rapport molaire Ca/P pour des apatites nanocristallines en fonction du temps de maturation 
entre 20 min et 20 jours 
 
Il est à garder à l’esprit que ces ratios sont liés aux ions calcium et phosphate à la fois 
présents dans le cœur apatitique et au sein de la couche hydratée, cette dernière étant non-
apatitique par nature. Une comparaison directe entre ces valeurs et celle de l’hydroxyapatite 
stœchiométrique doit être considérée avec précaution. Néanmoins, les valeurs obtenues ici 
sont toutes significativement inférieures à 1,67 et l’existence de lacunes au sein du cœur 
apatitique (non-stœchiométrie), et plus spécifiquement en sites cationiques et hydroxyde, 
contribuent vraisemblablement pour une part importante à l’explication de ces faibles valeurs de 
rapports Ca/P. La croissance continue de ce rapport global Ca/P avec le temps de maturation 
met en évidence l’évolution progressive de la phase apatitique vers la stœchiométrie et/ou une 
diminution des environnements chimiques non-apatitiques. Ces observations vont également 
dans le sens des résultats de DRX attestant de l’augmentation de l’état de cristallinité globale 
des apatites nanocristallines avec le temps de maturation. 
Les décompositions spectrales des données FTIR, dans le domaine 400-800 cm-1, ont 
permis de détecter un augmentation progressive de la teneur en ions OH- (relevée par 
l’accroissement de l’intensité relative de la bande à 631 cm-1) au fur et à mesure que le temps 
de maturation s’allonge. En parallèle, une diminution de l’intensité relative de la bande à 530 
cm-1, attribuée aux ions HPO4
2- non-apatitiques, a été observée (Figure II.29). 
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Figure II.29: Évolution des quantités relatives en ions HPO4
2-
 non-apatitiques et OH
-
 apatitiques relevées par 
décomposition spectrale FTIR  pour des apatites nanocristallines synthétisées à des temps de maturation croissants 
 
De son côté, la spectroscopie Raman a montré l’augmentation de l’intensité relative de la 
bande située à 3570 cm-1 attribuée aux ions OH- (apatitiques) et une diminution de l’intensité 
relative de la bande correspondant aux ions HPO4
2- à 1003 cm-1, à mesure que le temps de 
maturation augmente. La Figure II.30 présente 4 exemples de résultats obtenus en 
spectroscopie Raman sur des apatites nanocristallines synthétisées à différents temps de 
maturation en solution.  
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Figure II.30: Spectres Raman d’apatites nanocristallines synthétisées pendant 20 minutes, 1 jour, 3 jours et 20 jours (la 
bande à 961 cm
-1
 à été tronquée pour des raisons de lisibilité) 
 
Il a également été mis en évidence, à partir de ces résultats, une diminution de l’intensité 
relative des bandes positionnées à 550, 828 et 916 cm-1 avec l’accroissement du temps de 
maturation en solution. Ces bandes sont donc potentiellement attribuables à des espèces 
chimiques en environnements non-apatitiques ou à des ions HPO4
2- (apatitiques ou non-
apatitiques). Enfin, il est à noter que la bande, précédemment évoquée, positionnée à 3698 cm-
1 n’a pas semblé évoluer avec l’augmentation du temps de maturation ; son attribution reste 
donc toujours difficile à ce niveau.  
 
Ces relevés indiquent une évolution progressive de la phase apatitique vers la 
stœchiométrie, aux dépens de la couche non-apatitique hydratée de surface qui disparait 
graduellement (comme indiqué par la diminution de la teneur en ions HPO4
2- non-apatitiques). 
Une analyse plus détaillée révèle également que ces évolutions sont particulièrement 
significatives durant les 3 premiers jours de maturation, au-delà desquels elles sont moins 
prononcées. 
 
Tous les résultats précédents tendent à démontrer que le temps passé dans le milieu de 
précipitation (le « temps de maturation ») a un effet direct sur la physico-chimie des cristaux 
précipités, subissant probablement des phénomènes de croissance cristalline et/ou de 
dissolution/reprécipitation. Le temps de maturation apparaît donc comme un paramètre clé dans 
la synthèse des apatites nanocristallines qu’il est nécessaire de contrôler pour obtenir des 
Chapitre II – Étude des systèmes non dopés 
 101 
caractéristiques physico-chimiques reproductibles. Nous montrons ici que le temps de 
maturation influe directement sur l’étendue de la couche hydratée et le degré de non-
stœchiométrie de la phase apatitique. Ces deux paramètres conditionnant la réactivité des 
apatites nanocristallines (Eichert et al., 2008 ; Rey et al., 2007a), le temps de maturation doit 
donc être considéré comme un paramètre majeur. D’un autre point de vue, la réactivité de 
surface de tels composés pourrait être modulée en adaptant adéquatement le temps de 
maturation pendant la synthèse.  
 
Des expériences préliminaires d’échanges ioniques de surface ont été conduites au 
laboratoire. Ces expériences consistaient à échanger les ions Ca2+ de surface par des ions 
Mg2+, en immergeant, à température ambiante, des apatites nanocristallines lyophilisées, 
synthétisées à différents temps de maturation, dans une solution contenant des ions Mg2+ à une 
concentration de 1 M avec un rapport solide sur liquide constant (200 mg de poudre dans 50 
mL de solution). La durée d’immersion dans la solution d’échange a été fixée à 12 minutes. Ce 
protocole a été révélé, dans une étude précédente, pour aboutir à un échange entre une 
quantité stabilisée d’ions Mg2+ avec les ions Ca2+ présents en surface des nanocristaux 
d’apatites (Drouet et al., 2008a). Les résultats obtenus au cours de ces expériences montrent 
qu’il est possible d’échanger 8,0 ± 1,0 % du nombre total d’ions calcium lorsque les tests sont 
réalisés avec une apatite nanocristalline ayant été maturée 20 minutes alors que seulement 3,5 
± 1,0 % des Ca2+ sont échangeables pour une apatite maturée 20 jours. Ces données 
confirment donc les résultats précédents attestant que plus les apatites nanocristallines sont 
maturées en solution, moins elles sont réactives.  
Dans la même optique, la diminution de la quantité d’ions non-apatitiques et 
l’augmentation de la cristallinité ont également été observées sur des apatites biologiques en 
fonction de l’âge du sujet (Cazalbou et al., 2004a ; Handschin & Stern, 1995).  
 
II.2.2. Effet de la température 
 
Afin de suivre l’influence potentielle de la température de maturation sur les 
caractéristiques physico-chimiques des composés précipités, des maturations à différentes 
températures ont été réalisées. Le protocole de référence a été repris mais la température de 
maturation a été portée à 37 °C (température physiologique), 50 °C ou 100 °C et ce pendant 
tout le temps de maturation (1 jour). A titre comparatif les résultats pour l’apatite nanocristalline 
de référence (maturée à température ambiante, 20°C) seront également rappelés. 
 
Les diagrammes de diffraction des rayons X obtenus sur ces échantillons sont reportés 
dans la Figure II.31.  
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Figure II.31: Diagramme de DRX d’apatites nanocristallines maturées à différentes températures (20, 37, 50 et 100 °C) 
 
Une augmentation de la résolution des lignes de diffraction a pu être observée au fur et à 
mesure que la température de maturation augmente, de manière similaire à ce qui a pu être 
relevé l’augmentation du temps de maturation (section II.2.1). Les dimensions moyennes de 
cristallites obtenues à partir de ces diagrammes en appliquant la formule de Scherrer et le 
modèle de Hosemann & Vogel sont listées dans le Tableau II.14. 
 
L (002 )
(nm)
L (310 )
(nm)
L (00 l )
(nm)
L (h 00 )
(nm)
20 °C (référence) 19,4 ± 0,1 3,5 ± 0,1 14,5 ± 0,2 2,4 ± 0,3
37 °C 21,8 ± 0,2 4,1 ± 0,1 16,8 ± 0,3 3,0 ± 0,3
50 °C 29,9 ± 0,3 6,1 ± 0,2 25,4 ± 0,8 4,6 ± 0,5
100 °C  43,4 ± 1,5 10,1 ± 0,2 38,6 ± 0,3 7,7 ± 0,8
Scherrer Hosemann & Vogel
Température de maturation 
 
Tableau II.14: Dimensions moyennes des cristallites d’apatites nanocristallines en fonction de la température de 
maturation obtenues par les modèles de Scherrer et de Hosemann & Vogel 
 
Ces dimensions augmentent rapidement avec la température de maturation. Cet effet est 
probablement lié à une croissance cristalline plus rapide favorisée par l’augmentation de 
température. 
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Les dosages chimiques ont permis de déterminer les rapports molaires Ca/P de ces 4 
composés dont voici les valeurs : 1,46 ± 0,02 pour la maturation portée à 20 °C, 1,50 ± 0,02 
pour 37 °C, 1,54 ± 0,02 pour 50 °C et 1,58 ± 0,02 pour 100 °C. La croissance monotone de ces 
rapports indique une évolution progressive des compositions chimiques de ces apatites vers la 
stœchiométrie à mesure que la température de maturation augmente.  
 
Cette tendance est également confirmée par l’analyse des spectres FTIR dont le détail 
est présenté dans la Figure II.32a. La quantité d’ions HPO4
2- non-apatitiques suit clairement une 
décroissance avec l’augmentation de température de maturation alors que les ions OH- 
présentent la tendance opposée.  
 
La température de maturation apparaît donc comme un second paramètre de synthèse 
(avec le temps de maturation) dont l’impact est très important sur la physico-chimie des apatites 
nanocristallines.  
 
A cette étape, il nous a paru intéressant d’analyser le comportement des caractéristiques 
physico-chimiques de nos apatites face à une modification simultanée du temps et de la 
température de maturation. Nous avons donc comparé des apatites nanocristallines dont le 
temps de maturation était compris entre 1 et 6 jours et la température entre 20 et 50 °C. La 
Figure II.32b compare les résultats de décomposition FTIR de 4 apatites nanocristallines 
maturées 1 et 6 jours à soit 20 ou 50 °C. Comme nous pouvons le remarquer sur cette figure, 
bien que le cumul du temps et de la température apporte une contribution à l’évolution des 
apatites, l’impact de la température entre 20 et 50 °C apparaît être plus prononcé que celui du 
temps de maturation de 1 à 6 jours. 
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Figure II.32: Évolution des quantités relatives en ions HPO4
2-
 non-apatitiques et OH
-
 apatitiques relevées par 
décomposition spectrale FTIR  pour a) des apatites nanocristallines synthétisées à températures de maturation 
croissantes comprises entre 20 et 100 °C ayant pour temps de maturation 1 jour et b) des apatites nanocristallines 
synthétisées à 20 ou 50 °C avec un temps de maturation de 1 ou 6 jours 
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Ainsi, la température de maturation doit être considérée comme un paramètre de 
synthèse majeur lors de la préparation d’apatite nanocristalline, dont la variation, même faible, 
engendre des modifications physico-chimiques au niveau de l’état de cristallinité, de la 
composition chimique et des environnements hydratés de surface des nanocristaux. 
 
II.2.3. Effet du pH 
 
Un paramètre de synthèse généralement important dans les réactions en milieu aqueux 
est le pH auquel la précipitation est effectuée. En effet, un changement de pH dans le milieu de 
précipitation est susceptible d’engendrer des modifications de spéciation ionique dans la 
solution. Typiquement, concernant les phosphates de calcium, ce sont principalement les 
proportions relatives en ions PO4
3-/HPO4
2-/H2PO4
-, Ca2+/Ca(OH)+ et H+/OH-, parmi d’autres 
espèces, qui vont être directement influencées par la valeur du pH, comme le montre le 
diagramme de spéciation suivant (Figure II.33), extrait de Elliott, 1994 : 
 
 
Figure II.33: Diagramme de spéciation du système Ca(OH)2 
. 
H3PO4 
. 
H2O à 37°C, pour une concentration totale en 
calcium de 10
-2
 M. Les lignes reportées correspondent à (1) Ca
2+
 ; (2) [CaOH]
+
 ; (3) [Ca(OH)2]
0
 ; (4) [CaHPO4]
0
 ; (5) 
[CaH2PO4]
+
 ; (6) [CaPO4]
-
 ; (7) PO4
3-
 ; (8) HPO4
2-
 ; (9) H2PO4
-
 ; (10) H3PO4. Extrait de Elliott, 1994 
 
Afin d’évaluer le rôle du pH sur la nature et les caractéristiques physico-chimiques des 
phases précipitées, des échantillons ont été préparés à partir du protocole de référence en y 
modifiant seulement le pH à des valeurs de 6, 7,2, 8, 9, 10 et 11, les autres paramètres étant 
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restés constants (température ambiante et temps de maturation de 1 jour). Pour atteindre ces 
valeurs de pH, de l’acide nitrique (HNO3) a été ajouté en début de synthèse après la 
précipitation pour atteindre pH = 6 ou de l’ammoniaque (NH4OH) pour les pH de 8, 9, 10 et 11. 
 
Nos observations montrent qu’en conditions acides (pH = 6), la phase précipitée 
correspond à de la brushite (CaHPO4.2H2O) plutôt que de l’apatite. Cette conclusion a été tirée 
des analyses DRX et FTIR (Figure II.34 a et b).  
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Figure II.34: Résultats a) DRX et b) FTIR du composé synthétisé à pH = 6 en comparaison avec une brushite de 
référence 
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La formation de brushite peut apparaître surprenante de prime abord dans la mesure où 
à pH = 6 l’hydroxyapatite est la phase la plus stable d’un point de vue thermodynamique 
d’après Elliott, 1994 (figure I.7 dans le chapitre I) ; la brushite ne devenant la phase la plus 
stable qu’à pH inférieur à 4. Cependant, dans le cas présent, les conditions de précipitation 
(présence d’un large excès d’ions phosphate) induisent à pH = 6 une importante proportion 
d’ions HPO4
2- (Figure II.33). Il est donc probable que de telles conditions engendrent une 
sursaturation par rapport à la brushite (associant ions Ca2+ et HPO4
2-) et conduisent à sa 
formation. 
 
A l’inverse, seulement la phase apatitique a été détectée dans ce travail pour les 
expériences menées à pH = 7,2 et au-delà. En revanche, l’augmentation du pH de synthèse 
conduit à des modifications physico-chimiques de cette phase apatitique comme le révèlent les 
décompositions spectrales infrarouge détaillées dans la   Figure II.35. 
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Figure II.35: Évolution des quantités relatives en ions HPO4
2-
 non-apatitiques et OH
-
 apatitiques relevées par 
décomposition spectrale FTIR  pour des apatites nanocristallines synthétisées à pH alcalins croissants 
 
Lorsque le pH devient plus alcalin, la teneur en ions HPO4
2- non-apatitiques tend à 
diminuer sensiblement tandis que les ions OH- affichent un comportement opposé. Une 
carbonatation des échantillons a cependant aussi été mise en évidence par la présence de 
bandes d’absorption FTIR caractéristiques dans le domaine spectral 1370-1550 cm-1        
(Figure II.36). Cette carbonatation peut être associée à la modification de la spéciation entre les 
ions HCO3
- et CO3
2-, résultant de l’alcalinisation du milieu, et à l’incorporation plus facile du CO2 
atmosphérique à la phase aqueuse aux diverses étapes de synthèse. 
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Figure II.36: Spectres FTIR d’apatites nanocristallines synthétisées à pH croissant compris entre 7,2 et 11 et mise en évidence de la carbonatation des composés 
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Il faut cependant noter que les ions carbonate peuvent être incorporés de deux manières 
à la structure apatitique :  
- Au niveau des sites hydroxyde, en remplacement des ions OH-. Ils sont alors 
nommés carbonate de type A. 
- Au niveau des sites phosphate, en remplacement des ions PO4
3- ou HPO4
2-. Ce sont 
des ions carbonate de type B.  
Enfin, dans les apatites nanocristallines, les ions carbonate peuvent également être 
présents dans les environnements non-apatitiques de surface (que nous nommerons ions 
carbonate labiles). Il est néanmoins possible d’identifier les différents types d’ions carbonate par 
spectroscopie infrarouge. Le Tableau II.15 reporte les positions des principales bandes 
d’absorption FTIR des ions carbonate dans les apatites nanocristallines (Vignoles-Montrejaud, 
1984 ; Hina, 1996). 
 
Position des bandes
(cm
-1
)
Assignation des
modes de vibration
866
CO3
non-apatitique
871 2
 (CO3)
Type B
878 2
 (CO3)
Type A
1412
1462
1417
1480
1465
1542
3 (CO3)
Type B
3 (CO3)
non-apatitiques
3 (CO3)
Type A
 
Tableau II.15: Principales positions des bandes d’absorption FTIR des ions carbonate dans les apatites nanocristallines 
 
L’analyse des spectres FTIR (Figure II.36) des échantillons d’apatite nanocristalline 
synthétisés à pH alcalin révèle la présence de bandes d’absorption à 872, 1425 et 1490 cm-1 
attribuables au mode de vibration 3 des ions carbonate en sites non-apatitiques. En revanche, 
aucune bande FTIR relative à des ions carbonate de type A ou B n’a été clairement détectée.  
 
Afin de quantifier la teneur en ions carbonate, un dosage de ces ions a été effectué par 
coulométrie sur un appareil UIC CM5014 Coulometer. Cette méthode est basée sur la détection 
du CO2 libéré lors de la dissolution acide des échantillons (par HClO4 à 2 mol/L) au sein d’un 
système clos. Le CO2 ainsi libéré est transféré dans une cellule photométrique contenant un 
milieu non-aqueux (de diméthylsufloxyde) et quantifié par spectrophotométrie via une réaction 
acido-basique utilisant de la monoethanolamine (Huffman, 1977). 
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Ce dosage révèle une augmentation progressive de la teneur en ions carbonate avec 
l’augmentation du pH, allant de 0 % massique pour l’apatite synthétisée à pH = 7,2 à             
1,6 % ± 0,1 % massique pour celle synthétisée à pH = 11. Prenant en compte la présence 
d’ions carbonate substituant des ions phosphate dans le précipité (ions carbonate labiles ou de 
type B), il apparaît plus judicieux de calculer le rapport molaire Ca/(P+C) plutôt que le rapport 
Ca/P (où C représente la quantité de carbonate). Ainsi, dans ces composés, les résultats 
n’indiquent aucune variation significative du rapport global Ca/(P+C), comme le montrent les 
résultats présentés dans le Tableau II.16. 
 
pH 
de maturation
Teneur 
en ions carbonate
(% massique)
Rapport molaire
Ca/(P+C)
7,2 0,2 ± 0,1 1,46 ± 0,02
8 0,0 ± 0,1 1,48 ± 0,02
9 0,1 ± 0,1 1,49 ± 0,02
10 0,7 ± 0,1 1,49 ± 0,02
11 1,6 ± 0,1 1,47 ± 0,02  
Tableau II.16: Rapport molaire Ca/(P+C) des échantillons d’apatite nanocristalline synthétisés à pH alcalins 
  
Néanmoins, contrairement aux résultats obtenus pour les apatites nanocristallines 
synthétisées à temps de maturation ou température croissante, la diminution des teneurs en 
environnements non-apatitiques et l’augmentation de la quantité d’ions OH- (apatitiques) ne 
sont pas suivies d’une amélioration de l’état de cristallinité, comme l’indiquent les diagrammes 
de diffraction des rayons X de la Figure II.37.  
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Figure II.37: Diagrammes de diffraction des rayons X d’apatites nanocristallines synthétisées à pH croissant compris 
entre 7,2 et 11 
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L’estimation des dimensions apparentes des cristallites par les modèles de Scherrer et 
Hosemann & Vogel est détaillée dans le Tableau II.17. 
 
L (002 )
(nm)
L (310 )
(nm)
L (00 l )
(nm)
L (h 00 )
(nm)
7,2 19,4 ± 0,1 3,5 ± 0,1 14,5 ± 0,2 2,4 ± 0,3
8 19,4 ± 0,1 4,1 ± 0,1 14,9 ± 0,8 3,2 ± 0,4
9 16,0 ± 0,1 3,7 ± 0,1 12,7 ± 0,6 2,7 ± 0,3
10 15,1 ± 0,1 3,4 ± 0,1 10,9 ± 0,1 2,5 ± 0,3
11 15,0  ± 0,1 3,4 ± 0,1 13,6 ± 0,3 2,3 ± 0,3
Scherrer Hosemann & Vogel
pH 
de maturation
 
Tableau II.17: Dimensions moyennes des cristallites d’apatites nanocristallines en fonction du pH de maturation 
obtenues par les modèles de Scherrer et Hosemann & Vogel 
 
Une diminution de la longueur moyenne des cristallites de l’ordre de 23 % entre les 
composés synthétisés à pH = 7,2 et pH = 11 (à partir des résultats utilisant le modèle de 
Scherrer) peut être notée tandis que la largeur/épaisseur ne varie pas significativement avec 
l’alcalinisation du pH. Les phénomènes de précipitation de la phase d’apatite nanocristalline 
sont relativement complexes et impliquent la précipitation préliminaire d’une phase amorphe de 
courte durée de vie (quelques minutes) qui se transforme en apatite. Nos résultats semblent 
indiquer que le pH intervient sur les caractéristiques chimiques et cristallines de l’apatite qui se 
forme. Avec l’augmentation du pH, ces modifications peuvent aboutir à la formation d’un plus 
grand nombre de cristaux mais de plus petite taille, ce qui pourrait être à l’origine de la 
diminution de l’état de cristallinité. De plus, l’obtention de cristaux plus petits pourrait également 
être expliquée par la carbonatation partielle des apatites à pH alcalin puisque les ions 
carbonate sont connus pour jouer le rôle d’inhibiteurs de croissance cristalline pour les 
composés apatitiques (Barralet et al., 1998 ; Blumenthal et al., 1975).  
 
Ainsi, la synthèse d’apatite nanocristalline en milieu alcalin est possible dans ces 
conditions, ce qui n’est pas le cas en milieu acide (formation de brushite). Cependant, il est 
nécessaire de prendre en compte le fait que l’augmentation du pH entraîne des modifications 
physico-chimiques des apatites nanocristallines précipités, notamment au niveau de la 
composition chimique (carbonatation et augmentation de la teneur en ions OH-) et de l’état de 
cristallinité (diminution de la taille des cristallites). 
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II.2.4. Effet de la nature des contre-ions 
II.2.4.1. Influence de l’utilisation de Na2HPO4 en remplacement du (NH4)2HPO4 en 
tant que sel de phosphate de départ 
 
Comme nous l’avons vu dans le chapitre I, la structure apatitique est capable 
d’incorporer un grand nombre de substituants différents. La nature des contre-ions et 
éventuellement des impuretés des sels de départs, utilisés lors de la synthèse des apatites 
nanocristallines, peut donc potentiellement être une source de contamination des échantillons 
et avoir un impact sur les propriétés physico-chimiques des précipités. Afin d’examiner en partie 
ce phénomène, nous avons étudié l’influence de la nature du sel de phosphate sur les 
caractéristiques physico-chimiques d’apatites obtenues en utilisant deux sels 
d’hydrogénophosphates usuellement employés, à savoir (NH4)2HPO4 (référence) et Na2HPO4. 
Le choix du sodium en tant que contre-ion nous a paru judicieux pour être étudié ici car c’est un 
élément largement représenté dans les milieux biologiques, non toxique et dont les sels sont 
couramment utilisés en chimie inorganique (faible coût, disponibilité importante).  
Afin d’approfondir cette étude, la synthèse de plusieurs composés ayant des temps de 
maturation compris entre 20 minutes et 20 jours a été réalisée.  
 
A l’instar des précipités synthétisés avec (NH4)2HPO4, tous les échantillons préparés 
avec Na2HPO4 (ayant un temps de maturation compris entre 20 minutes et 20 jours) se sont 
avérés être composés d’une phase apatitique unique comme le montrent les résultats de DRX 
de la Figure II.38. 
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L (002 )
(nm)
L (310 )
(nm)
L (00 l )
(nm)
L (h 00 )
(nm)
20 min 14,2 ± 0,1 2,3 ± 0,1 12,1 ± 0,2 1,4 ± 0,2
6 heures 15,6 ± 0,2 2,3 ± 0,1 11,7 ± 0,3 1,6 ± 0,2
15 heures 17,2 ± 0,2 2,4  0,1 13,6 ± 0,2 1,5 ± 0,2
1 jour 20,4 ± 0,2 3,4 ± 0,1 15,1 ± 0,2 2,3 ± 0,3
3 jours 21,2 ± 0,1 3,1 ± 0,1 17,0 ± 0,4 2,3 ± 0,3
6 jours 23,9 ± 0,2 3,5 ± 0,1 18,9 ± 0,3 2,5 ± 0,3
20 jours 24,6 ± 0,3 4,1 ± 0,1 20,6 ± 0,3 2,9 ± 0,3
Scherrer Hosemann & Vogel
Temps de maturation 
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Figure II.38: Diagrammes de DRX et estimation des dimensions des cristallites par les modèles de Scherrer et de Hosemann & Vogel d’apatites nanocristallines synthétisées avec 
Na2HPO4 et avec des temps de maturation croissants compris entre 20 minutes et 20 jours 
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Pour chaque voie de synthèse (utilisant soit (NH4)2HPO4, soit Na2HPO4), lorsque le 
temps de maturation en solution augmente, les pics de diffraction s’affinent et la résolution des 
diagrammes de DRX s’améliore significativement. Comme nous en avons discuté 
précédemment (dans la section II.2.1), de tels résultats indiquent des modifications intrinsèques 
au niveau des caractéristiques chimiques (composition/stœchiométrie) et/ou physiques (taille 
des cristallites/microcontraintes internes) des apatites nanocristallines.  
Cependant, des différences ont pu être relevées entre les apatites synthétisées avec 
(NH4)2HPO4 ou Na2HPO4 ayant un même temps de maturation en solution. Au niveau des 
résultats de DRX, les diagrammes obtenus sur les composés où le sodium est utilisé en contre-
ion présentent une résolution plus faible que ceux utilisant l’ion ammonium, pour un temps de 
maturation fixé. Ce phénomène est particulièrement visible pour les plus longs temps de 
maturation malgré des dimensions de cristallites relativement proches (Figure II.27 et encadré 
de la Figure II.38). Des études précédentes ont montrées que seulement une quantité infime 
d’ions ammonium (NH4
+) pouvait être incorporée dans la structure apatitique, notamment dans 
le cas d’apatites non-carbonatées, comme c’est le cas ici (Vignoles et al., 1987). En revanche, 
l’ion sodium (Na+) apparaît plus apte à entrer dans le réseau apatitique où il y substitut des ions 
calcium (Ca2+), préférentiellement ceux de type II (El Feki et al., 2000 ; Vignoles, 1973). Il est 
donc possible que la différence observée entre les apatites nanocristallines synthétisées avec 
(NH4)2HPO4 et avec Na2HPO4 au niveau des diagrammes DRX soit due à l’incorporation 
potentielle d’ions Na+ dans les composés. 
De plus, il faut noter que la formation de solution solide pour des composés ioniques 
engendre l’apparition de perturbations et de microcontraintes cristallographiques au sein du 
cristal, et ce même en cas de solution solide idéale (répartition aléatoire des ions). Ces 
perturbations sont dues à la nature même des ions qui sont incorporés/remplacés présentant 
des caractéristiques physiques et chimiques différentes. La solution solide peut également être 
« non-idéale », auquel cas les différents ions ne sont pas répartis aléatoirement mais de 
manière ordonnée ou ségrégée. Ce cas de figure peut contribuer d’autant plus à l’apparition de 
microcontraintes au sein du cristal et engendrer un élargissement des raies de diffraction des 
rayons X. Ainsi, la baisse de résolution des diagrammes DRX observée ici dans le cas des 
apatites nanocristallines sodées peut être liée à ces phénomènes. De plus, il faut noter que l’ion 
sodium ne possède qu’une charge positive, comparé aux deux charges positives de l’ion 
calcium qu’il remplace. Ainsi, la différence de charge entre les deux ions constitue 
probablement une cause additionnelle de perturbations/microcontraintes dans le réseau 
apatitique (puisque l’électroneutralité générale du cristal doit être conservée). 
Enfin, il faut noter que la présence de sodium dans le milieu de précipitation de ces 
apatites nanocristallines n’engendre pas de modification du volume de maille cristalline en 
comparaison avec des apatites synthétisées en absence de sodium, et ce indépendamment du 
temps de maturation en solution. Ainsi, à titre d’exemples, des apatites synthétisées avec 
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Na2HPO4 présentent un volume de maille égal à 530,2 ± 1,4 Å
3 et 530,1 ± 0,5 Å3 lorsque leur 
temps de maturation en solution est de 20 minutes et 20 jours respectivement. 
 
La quantification des ions Na+ présents dans les composés synthétisés (et calcium à titre 
comparatif) a été réalisée par chromatographie ionique, après dissolution des échantillons dans 
de l’acide perchlorique à 6 M. Les mesures ont été effectuées sur un appareil de 
chromatographie ionique Metrohm 761 SD compact 1C équipé d’une colonne cationique 
Metrosep C2 100. L’éluant utilisé pour ces mesures est l’acide nitrique (HNO3) à 2 mM. Afin de 
déterminer une valeur moyenne et un écart-type des teneurs ioniques, la mesure a été réalisée 
à deux reprises. La quantification du sodium a permis de confirmer l’incorporation de sodium, 
conduisant à des rapports molaires Na/(Na+Ca) compris entre 2 et 7 % molaire entre 20 
minutes et 20 jours de maturation et dont le détail est donné dans le Tableau II.18. 
 
Temps de maturation
Teneur en Ca
2+
(mmol/100mg)
Teneur en Na
+
(mmol/100mg)
Rapport
Na
+
 / (Ca
2+
 + Na
+
)
(% molaire)
20 minutes 0,781 ± 0,001 0,016 ± 0,001 2,0 ± 0,1
6 heures 0,802 ± 0,007 0,023 ± 0,002 2,8 ± 0,3
15 heures 0,824 ± 0,004 0,016 ± 0,001 1,9 ± 0,1
1 jour 0,824 ± 0,009 0,020 ± 0,002 2,4 ± 0,2
3 jours 0,828 ± 0,005 0,025 ± 0,001 2,9 ± 0,1
6 jours 0,810 ± 0,002 0,056 ± 0,001 6,4 ± 0,1
20 jours 0,818 ± 0,008 0,049 ± 0,001 5,7 ± 0,2
 
Tableau II.18: Quantification du sodium et du calcium dans des apatites nanocristallines synthétisées avec Na2HPO4 
avec des temps de maturation croissant compris entre 20 minutes et 20 jours 
 
Bien que la teneur relative en ions sodium augmente avec la maturation, la quantification 
des cations totaux et des ions phosphate (par colorimétrie et spectrophotométrie 
respectivement) révèle que la teneur en ions HPO4
2- des composés synthétisés avec Na2HPO4 
ne varie que très peu avec le temps de maturation. Cependant, la teneur relative en ions 
HPO4
2- se révèle être sensiblement supérieure, pour un temps de maturation fixé, en présence 
de sodium qu’en absence. En revanche, à l’instar des composés synthétisés avec (NH4)2HPO4, 
le rapport molaire « cations/P » (où les cations représentent ici Ca2+ + Na+) des produits 
préparés avec Na2HPO4 augmente avec le temps de maturation en solution. L’on peut 
cependant noter que la valeur de ce rapport « cations/P » est systématiquement supérieure 
dans le cas des échantillons contenant du sodium comparés à ceux qui n’en contiennent pas, 
ce qui peut potentiellement être relié à la substitution de certains ions Ca2+ par des ions Na+ en 
suivant la réaction suivante :  
1 Ca
2+
 + □Ca  2 Na
+
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Ces résultats sont résumés dans le Tableau II.19. Il apparaît donc que, pour un temps de 
maturation donné, les apatites nanocristallines contenant du sodium présentent un nombre 
moins important de lacunes cationiques que les apatites nanocristallines phosphocalciques 
« pures », mais que la présence d’un ion monovalent, tel que Na+, entraine l’augmentation de 
la quantité relative d’anions HPO4
2-. 
 
Temps de 
maturation
Teneur finale en 
Ca
2+
 + Na
+
(mmol/100mg)
Teneur finale en
 PO4
3-
 + HPO4
2-
(mmol/100mg)
Rapport 
HPO4
2-
 / (PO4
3-
 + HPO4
2-
)
(% molaire)
Rapport 
molaire
(Ca + Na) / P
20 minutes 0,808 ± 0,004 0,577 ± 0,003 19% ± 1% 1,40 ± 0,02
6 heures 0,822 ± 0,004 0,588 ± 0,003 19% ± 1% 1,40 ± 0,02
15 heures 0,822 ± 0,004 0,584 ± 0,003 19% ± 1% 1,41 ± 0,02
1 jour 0,849 ± 0,004 0,582 ± 0,003 20% ± 1% 1,46 ± 0,02
3 jours 0,862 ± 0,004 0,591 ± 0,003 16% ± 1% 1,46 ± 0,02
6 jours 0,878 ± 0,004 0,589 ± 0,003 17% ± 1% 1,49 ± 0,02
20 jours 0,872 ± 0,004 0,579 ± 0,003 18% ± 1% 1,51 ± 0,02
 
Tableau II.19: Teneurs en cations et anions phosphate d’apatites nanocristallines synthétisées avec Na2HPO4 ayant des 
temps de maturation croissants compris entre 20 minutes et 20 jours 
 
Les décompositions spectrales FTIR dans le domaine 400-800 cm-1 des apatites 
nanocristallines synthétisées avec (NH4)2HPO4 ou Na2HPO4 montrent des tendances de même 
type à mesure que le temps de maturation augmente, c'est-à-dire une diminution de la quantité 
d’ions HPO4
2- non-apatitiques (bien que très faible dans le cas des apatites sodées) associée à 
une progressive augmentation de la teneur en ions OH- apatitiques avec l’augmentation du 
temps de maturation. Néanmoins, ces évolutions apparaissent « retardées » pour les composés 
contenant des ions Na+ (Figure II.39) comparé à ceux préparés en présence d’ammonium 
(Figure II.29). En effet, la croissance de la quantité d’OH- (apatitiques) n’apparaît que pour les 
temps de maturation supérieurs à 3 jours dans le cas des apatites sodées alors que cela se 
produit dès les premières heures de maturation pour les composés exempts de sodium.  
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Figure II.39: Évolution des teneurs relatives en ions HPO4
2-
 non-apatitiques et OH
-
 apatitiques relevées par 
décomposition spectrale FTIR  pour des apatites nanocristallines synthétisées avec Na2HPO4 ayant des temps de 
maturation croissants compris entre 20 minutes et 20 jours 
 
On peut remarquer en particulier que la teneur en ions OH- apatitiques est 
systématiquement plus faible (pour un temps de maturation fixé) en présence de Na+. Ce 
phénomène peut probablement être expliqué par la différence de charge entre Na+ et Ca2+, 
engendrant une diminution des charges positives globales qui peut notamment être compensée 
par la formation de lacunes en site apatitique OH-. Ce mécanisme d’incorporation du sodium 
dans les apatites a été envisagé par De Maeyer au travers de la réaction :  
Ca
2+
 + OH
-
  Na+ + □OH 
(□OH où  est une lacune en site OH-) (De Maeyer et al., 1996). L’augmentation de la quantité 
relative d’ions HPO4
2- (ou du moins la non-diminution, comme on devrait s’y attendre), par 
rapport aux ions PO4
3-, à la fois dans les environnements apatitiques et non-apatitiques, peut 
également rendre compte de la compensation des charges engendrée par l’incorporation du 
sodium, suivant la réaction :  
2
4
3
4
2 HPONaPOCa  
 
Ces résultats soulignent donc la nécessité d’être vigilant quant au choix des sels de 
départs lorsque la préparation d’apatites nanocristallines est envisagée, dans la mesure où un 
grand nombre de cations (mais aussi d’anions) sont susceptibles d’être incorporés dans le 
réseau apatitique et qu’ils peuvent en modifier les caractéristiques physico-chimiques. 
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II.2.4.2. Approfondissement des spectroscopies Raman et FTIR – Effet d’une 
deutération 
 
En plus des résultats précédemment reportés, les analyses par spectroscopie Raman 
révèlent la présence d’une bande supplémentaire dans la zone 3500-3800 cm-1, pour les 
composés contenant du sodium comparés à ceux qui n’en contiennent pas. Cette bande est 
située à 3606 cm-1 et n’apparaît qu’en présence de Na+. Elle semble augmenter en intensité 
avec la quantité d’ions OH- lorsque le temps de maturation augmente (Figure II.40).  
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Figure II.40: Spectre Raman dans la zone 3500-3800 cm
-1
 pour des apatites nanocristallines synthétisées avec Na2HPO4 
et maturées 20 minutes, 1 jour et 20 jours 
 
En première approximation, la bande à 3606 cm-1 (compte-tenu de sa position) peut 
probablement être attribuée à un déplacement de la bande des ions OH- initialement située à 
3570 cm-1 (Figure II.40) lorsqu’ils sont situés à proximité d’ions Na+. Cependant, ces résultats ne 
sont pas en accord avec la littérature. Vignoles et El Feki observèrent, à partir de résultats 
FTIR, un déplacement des bandes des OH- de la position 3560 cm-1 vers 3520 cm-1 et de la 
position 631 cm-1 vers 740 cm-1, qu’ils attribuèrent à la vibration des groupements OH à 
proximité d’ions Na+ pour des apatites relativement bien cristallisées et carbonatées (El Feki et 
al., 2000 ; Vignoles, 1973). Les résultats FTIR obtenus sur nos échantillons d’apatites 
nanocristallines non carbonatées contenant du sodium ne présentent pas ces particularités, 
mais la faible intensité de ces bandes en infrarouge sur les composés nanocristallins et la 
présence de bandes d’eau très larges à proximité de ces positions est probablement la cause 
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de la non-observation des déplacements de bandes. En revanche, en spectroscopie Raman, 
une technique moins sensible aux vibrations des molécules d’eau que le FTIR, le déplacement 
supposé de la bande OH- se fait vers les hauts nombres d’onde à l’inverse des résultats FTIR 
de Vignoles et El-Feki.  
Pour éclaircir ces discordances, une étude préliminaire de deutération a été réalisée sur 
une poudre d’apatite nanocristalline synthétisée avec Na2HPO4 pendant 20 jours. L’expérience 
de deutération s’est déroulée sous bullage d’argon enrichi en vapeur d’eau lourde (D2O) à    
200 °C pendant 1 heure selon le schéma de montage suivant (Figure II.41) : 
 
Argon
Eau lourde 
(D2O)
Four
Nacelle contenant 
le produit à deutérer
H2SO4
concentré
pour capter l’eau
 
Figure II.41: Schéma de montage de l’expérience de deutération 
 
Des analyses FTIR et Raman ont été réalisées sur le produit obtenu, ainsi que sur la 
poudre d’apatite nanocristalline initiale (synthétisée avec Na2HPO4 avec 20 jours de maturation, 
non-deutérée) et la poudre initiale chauffée à 200 °C pendant 1 heure (sans deutération) pour 
comparaison. Les deux techniques ont révélé un déplacement de la bande OH- initialement 
situé à 3570 cm-1 (dont l’intensité diminue) vers la position 2632 cm-1 après l’expérience (soit 
une réduction du nombre d’onde d’un facteur 1,36) comme le montrent les Figure II.42 et Figure 
II.43b.  
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Figure II.42: Spectre FTIR (dans la zone 400-4000 cm
-1
)
 de l’apatite nanocristalline synthétisée avec Na2HPO4 avec 20 jours de maturation sans traitement, calcinée à 200 °C 
pendant 1 heure ou deutérée 
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Figure II.43: Spectre Raman de l’apatite nanocristalline synthétisée avec Na2HPO4 avec 20 jours de maturation sans 
traitement, calcinée à 200 °C pendant 1 heure ou deutérée, a) dans la zone 750-1200 cm
-1
 (la bande située à 961 cm
-1
 a 
été tronquée en intensité pour des raisons de lisibilité) et b) dans la zone 2550-3800 cm
-1
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Sur les spectres FTIR, un déplacement de la bande de libration d’OH- initialement située 
à 631 cm-1 vers la position 465 cm-1 a également été observé (réduction du nombre d’onde d’un 
facteur 1,36). Ces déplacements entre les positions 3570/2632 cm-1 et 631/465 cm-1, attribués 
au remplacement de certains atomes d’hydrogène par de atomes de deutérium dans les 
groupements OH-, correspondent bien avec les données de la littérature (Fowler, 1974). La 
spectroscopie Raman révèle également la disparition de la bande située à 3606 cm-1 
(seulement observée dans les apatites nanocristallines contenant des ions Na+) et l’apparition 
d’une bande située à 2659 cm-1 (également observée en infrarouge après deutération). Cette 
observation suggère un déplacement de la bande située à 3606 cm-1 vers la position 2659 cm-1, 
soit une réduction du nombre d’onde d’un facteur 1,36 c’est-à-dire identique à celle observée 
pour le déplacement de la bande OH- à 3570 cm-1. Ces résultats semblent donc conforter l’idée 
que la bande Raman observée à 3606 cm-1 est attribuable à des groupements OH- à proximité 
d’ions Na+. En revanche, la bande Raman localisée à 3698 cm-1 (observée pour les apatites 
nanocristallines sodées et non sodées (non deutérées) mais pas pour l’hydroxyapatite) ne 
semble pas avoir été influencée par la deutération (Figure II.43b). L’attribution de cette bande à 
un groupement chimique défini reste délicate en l’état actuel des données.  
Enfin, il a pu être observé qu’une bande située à 3657 cm-1 apparaissait seulement après 
deutération (Figure II.43b). Cette bande d’absorption n’a pas, à notre connaissance, été reportée 
dans la littérature et n’a pu être attribuée dans ce travail.  
Concernant les ions HPO4
2- présents dans les apatites nanocristallines (potentiellement 
influençables par la deutération), il n’a pas été observé d’évolution significative des bandes qui 
leur sont attribuées (Figure II.42 et Figure II.43a). Le seul changement notable est la diminution 
de la bande Raman attribuée au mode de vibration 1(HPO4) (située ici à 997 cm
-1) après 
deutération qui est également observée après simple chauffage à 200 °C pendant 1 heure. La 
diminution de la teneur en ions HPO4
2- est un phénomène observé lors de traitement thermique 
de poudre d’apatites nanocristallines lyophilisées, que nous détaillerons dans la section II.3.2.  
II.3. Effets des post-traitements 
Nous venons de voir qu’une modification d’un paramètre de synthèse, tel le temps de 
maturation en solution, la température, le pH ou encore la nature des sels départ, pouvait avoir 
une influence considérable sur les caractéristiques physicochimiques des apatites 
nanocristallines précipitées. Il est donc raisonnable à ce stade d’envisager que des post-
traitements appliqués aux poudres d’apatites nanocristallines puissent également avoir un 
impact non-négligeable sur leur comportement et leurs propriétés. Nous avons évalué les 
potentielles évolutions occasionnées par différents post-traitements comprenant le mode de 
stockage, une ré-immersion en solution, un post-traitement thermique, la mise en forme ou 
encore le mode de stérilisation. Cette étude a été menée plus spécifiquement sur des apatites 
nanocristallines présentant un faible état de maturation, étant celles les plus susceptibles à 
évoluer.  
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II.3.1. Étude du mode de stockage des poudres 
Compte-tenu du caractère métastable des apatites nanocristallines (voir sections 
précédentes), les échantillons sont systématiquement conservés au congélateur à -18 °C afin 
de limiter toute éventuelle évolution au cours du temps. Ce mode de conservation est adapté à 
l’échelle du laboratoire mais d’un point de vue industriel ou pour l’hypothétique consommateur 
final, la congélation n’est pas toujours aisée à mettre en place. Il nous a donc paru important 
d’étudier le comportement d’une apatite nanocristalline de référence face à une conservation 
« sans précaution particulière», c'est-à-dire à température ambiante, en comparaison avec la 
conservation au congélateur. Pour cela, nous avons décidé de suivre par spectroscopie 
infrarouge et par gravimétrie (suivi de la masse) un même échantillon d’apatite nanocristalline 
de référence, fraîchement synthétisée, dont une partie a été stockée à -18 °C et une autre 
partie à température ambiante dans un récipient fermé (non hermétique). L’étude a été conduite 
sur une durée totale de 2 mois, avec des prélèvements effectués après un vieillissement de 1 
semaine, 2 semaines, 1 mois et 2 mois. L’évolution de la masse de l’échantillon stocké à 
température ambiante a été mesurée sur 3 réplicas.  
Les résultats de la variation de masse sont reportés dans le Tableau II.20.  
 
Durée de stockage
à température ambiante
Gain de masse
(par rapport à la masse initiale)
% massique
1 semaine 3,2 % ± 0,6 %
2 semaines 3,5 % ± 0,2 %
1 mois 3,0 % ± 0,3 %
2 mois 3,7 % ± 0,1 %
 
Tableau II.20: Variation de masse d’un échantillon d’apatite nanocristalline de référence (sous forme de poudre) en 
fonction du temps de stockage à température ambiante 
 
Il apparaît qu’après une semaine de conservation à température ambiante, l’échantillon 
subit un gain de masse de l’ordre de 3 %, que l’on peut potentiellement attribuer à l’adsorption 
de molécules d’eau ou à la fixation de carbonate provenant du CO2 atmosphérique. Cependant, 
après 2 semaines, 1 mois ou 2 mois de stockage à température ambiante aucune autre 
évolution significative de la masse n’a été observée. 
 
Afin de suivre de potentielles évolutions des environnements chimiques, des analyses 
par spectroscopie infrarouge ont été réalisées sur les prélèvements des échantillons stockés à 
température ambiante. Celles-ci (Figure II.44) indiquent que les bandes caractéristiques des 
apatites nanocristallines sont observées aux différents temps de prélèvements. Le spectre de 
l’échantillon lyophilisé initial (avant vieillissement à température ambiante) révèle également la 
présence d’une faible quantité d’ions carbonate (de l’ordre de 0,2 % massique) grâce à la 
présence de bande d’absorption dans le domaine 1300-1600 cm-1 (pour plus de détails voir 
section II.2.3) (encadré de la Figure II.44).  
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Figure II.44: Spectres FTIR d’une apatite nanocristalline de référence conservée à température ambiante pendant des durées croissantes 
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Lorsque l’on compare les échantillons avant vieillissement et conservés à -18 °C, aucune 
évolution des spectres n’est observée. Le stockage au congélateur permet donc de conserver 
les échantillons d’apatites sans engendrer de modifications physico-chimiques significatives 
détectables par spectroscopie infrarouge. En revanche, les échantillons ayant été conservés à 
température ambiante présentent des spectres FTIR où l’intensité de certaines bandes 
d’absorption est modifiée. Ainsi, il peut être observé que lorsque la durée de conservation à 
température ambiante augmente, l’intensité des bandes relatives aux ions OH- (à 631 et 3570 
cm-1) augmente. Ce dernier phénomène est confirmé par la décomposition spectrale des 
bandes du domaine 400-800 cm-1, dont les résultats sont reportés à la Figure II.45, qui révèle 
une augmentation de la teneur relative en ions OH- d’un facteur proche de 2,5 entre 
l’échantillon initial et celui conservé 2 mois à température ambiante. En revanche, la 
décomposition spectrale ne nous a pas permis d’observer une évolution monotone significative 
de la teneur en ions HPO4
2- non-apatitiques avec l’augmentation de la durée de stockage à 
température ambiante. 
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Figure II.45: Évolution de la teneur relative en ions OH- apatitiques relevée par décomposition spectrale FTIR  pour 
une apatite nanocristalline de référence conservée à température ambiante pendant des durées croissantes comprises 
entre 0 et 2 mois 
 
L’étude des spectres infrarouge révèle également que les bandes d’absorption attribuées 
aux ions carbonate labiles aux positions 1418 et 1490 cm-1 disparaissent lorsque l’échantillon 
est conservé à température ambiante (encadré de la Figure II.44). Parallèlement, une bande 
positionnée à 1457 cm-1, attribuable à des ions carbonate de type B, apparaît et s’intensifie 
lorsque la durée de conservation à température ambiante augmente. Cette évolution est 
caractéristique de la transformation des ions carbonate non-apatitiques qui rentrent alors 
progressivement dans le cœur apatitique qui se développe. 
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Enfin, les analyses révèlent également une amélioration progressive de la résolution des 
spectres FTIR lorsque la durée de conservation à température ambiante augmente 
(particulièrement visible au niveau de la bande 1(PO4) située à 961 cm
-1) ; ce qui peut être relié 
à l’amélioration de l’état de cristallinité du composé. 
 
Une hydroxylation des échantillons a été observée dans le cas du stockage à 
température ambiante. Ainsi, le cœur apatitique des nanocristaux s’enrichit en ions OH- ; les 
ions OH- incorporés pouvant provenir de l’autoprotolyse de l’eau (2 H2O  OH
- + H3O
+) qui 
peut potentiellement avoir deux origines : l’eau adsorbée issue de l’atmosphère (responsable 
du gain de masse) ou celle issue des environnements non-apatitiques hydratés de surface des 
nanocristaux. Il se forme donc des ions hydronium H3O
+ qui ne peuvent être évacués. Il est 
possible que les ions H3O
+ viennent protoner certains groupements PO4
3- et HPO4
2- pour former 
des ions HPO4
2- et H2PO4
-. La position des bandes de vibration FTIR de groupements H2PO4
- 
n’a cependant pas été déterminée avec précision dans la littérature car il s’agit d’espèces 
chimiques très solubles que l’on ne rencontre généralement pas dans les apatites. Dans le cas 
présent (sans contact avec une solution environnante) ces espèces n’ont cependant pas la 
possibilité d’être évacuées et demeureraient présentes dans l’échantillon. Il est ainsi possible 
que, malgré l’absence de détection de bandes IR additionnelles, ces espèces ioniques di-
protonées puissent modifier l’aspect des massifs de vibration des ions phosphate (notamment 
dans le domaine 400-800 cm-1), et ainsi biaiser les résultats de décomposition spectrale (teneur 
en ions HPO4
2- non-apatitiques). 
 
La composition chimique de l’échantillon se rapprochant progressivement de la 
stœchiométrie (par le biais de l’hydroxylation) pourrait expliquer l’amélioration de l’état de 
cristallinité que nous avons observé. En effet, étant moins lacunaire, le réseau apatitique 
devient moins désordonné d’un point de vue cristallographique, menant alors à une 
amélioration de l’état de cristallinité global. 
 
Il apparaît donc de cette étude que les conditions de stockage d’apatites nanocristallines 
faiblement maturées jouent un rôle non négligeable sur leurs caractéristiques physico-
chimiques. Il est ainsi préférable de les conserver à basse température (typiquement au 
congélateur à -18 þC) afin de prévenir l’évolution de ces composés. 
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II.3.2. Effets d’un traitement thermique 
 
Au vu des résultats précédents, les caractéristiques physico-chimiques des apatites 
nanocristallines apparaissent comme étant sensibles à la température (de synthèse ou de 
stockage) ou bien à la présence d’eau dans l’atmosphère. Dans ce contexte, il nous a paru 
intéressant d’évaluer l’impact potentiel que pouvait avoir un traitement thermique sur les 
poudres (issues de lyophilisation) obtenues dans cette étude. Pour cela, nous avons analysé 
l’influence d’un post-traitement thermique sur une poudre d’apatite nanocristalline de référence, 
dans diverses conditions de température et d’humidité. Une première série d’expérimentations a 
été conduite en plaçant une petite quantité (environ 100 mg) de poudre d’apatite nanocristalline 
de référence (1 jour de maturation préparée à température ambiante et à pH = 7,2) dans un 
creuset en alumine placé à l’étuve pendant 3 jours soit à 37 þC, 50 þC ou 100 þC (sans contrôle 
de l’humidité). Une seconde série de manipulations a été réalisée sur le même type 
d’échantillon en les plaçant à l’étuve pendant 3 jours à 50 þC et en fixant l’humidité relative à 
40 % ou 80 %. 
 
Concernant la première série d’expérimentations, les analyses par DRX indiqunt que la 
phase apatitique est conservée après traitement thermique à 37, 50 et 100 °C pendant 3 jours. 
Les dimensions des cristallites de ces apatites, déterminées à partir des diagrammes de DRX, 
et la résolution des raies de diffraction sont similaires à celles de la poudre initiale, avec par 
exemple une longueur moyenne de 14,4 ± 0,2 nm (estimée en utilisant le modèle de Hosemann 
& Vogel) pour le composé traité à 100 °C contre 14,5 ± 0,2 nm pour la poudre d’apatite de 
référence non traitée.  
Les décompositions des spectres FITR réalisées dans le domaine 400-800 cm-1 sur les 
poudres d’apatites traitées pendant 3 jours à 37, 50 et 100 þC ont montré cependant une 
diminution de teneur en ions HPO4
2- non-apatitiques et apatitiques également associée à une 
faible diminution de la teneur en ions OH- apatitiques sans distinction notable de la température 
de traitement, en comparaison avec la poudre initiale (Tableau II.21). 
 
Nature
du
traitement
Rapport d'aires
de bandes FTIR
-
HPO4
2- 
non-apatitiques
Rapport d'aires
de bandes FTIR
-
OH
- 
apatitiques
Sans traitement 0.22 ± 0.02 0.17 ± 0.01
Traitement à 37°C 0.15 ± 0.01 0.14 ± 0.01
Traitement à 50°C 0.15 ± 0.01 0.14 ± 0.01
Traitement à 100°C 0.17 ± 0.01 0.15 ± 0.01
 
Tableau II.21: Évolution des rapports d’aires des bandes infrarouge relatives an ions HPO4
2-
 non-apatitiques et OH
-
 
apatitiques relevées par décomposition spectrale FTIR pour une apatite nanocristalline de référence avant et après 
traitement thermique à 37, 50 et 100 °C pendant 3 jours 
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La diminution simultanée des teneurs en ions HPO4
2- et OH- suggère une déprotonation 
de certains ions HPO4
2- par interaction avec des ions OH- pour libérer de l’eau sous forme de 
gaz, via la réaction suivante : 
)(2)(
3
4)()(
2
4 gazsolidephasesolidephasesolidephase OHPOOHHPO  
En plus de la libération d’eau par ce processus, il est également probable qu’une partie 
des molécules d’eau associées à la couche « hydratée » en surface des nanocristaux soit 
éliminée pendant ce post-traitement thermique. Le cœur apatitique étant plus déstructuré par la 
perte de ses ions OH-, la dénaturation de la couche hydratée ne peut entraîner d’amélioration 
de l’état de cristallinité globale comme nous avons pu le remarquer dans les autres sections, 
c’est pourquoi la résolution des diagrammes de DRX ne s’est pas améliorée. Il est cependant 
difficile, à ce niveau, de distinguer ces deux types de molécules d’eau libérées. De plus, en 
supposant la présence d’une faible quantité d’ions carbonate dans les composés, une part de la 
diminution de la teneur relative en ions HPO4
2- pourrait être expliquée par la réaction suivante :  
OHPOCOHPOCO gaz 2
3
4)(2
2
4
2
3 22  
Il apparaît donc que les processus d’incorporation (voir section II.3.1) ou de départ (lors 
des traitements thermiques) de molécules d’eau soient impliqués en grande part dans les 
phénomènes d’évolution physico-chimiques observés sur les apatites nanocristallines. Afin 
d’approfondir ces résultats, nous avons mené la seconde série de traitements thermiques sur la 
poudre d’apatite nanocristalline de référence en modifiant le niveau d’humidité au sein de 
l’étuve. La température de traitement a été fixée à 50 þC et le degré d’hygrométrie à 40 et 
80 %HR (humidité relative) pendant 3 jours.  
 
Les diagrammes de DRX montrent que la phase cristalline obtenue après ces 
traitements sous humidité contrôlée reste apatitique et les dimensions apparentes des 
cristallites n’indiquent pas d’évolution notable (la longueur moyenne des cristallites obtenues 
après traitement thermique à 50 °C et 40 %HR est de 14,9 ± 0,2 nm contre 14,5 ± 0,2 nm pour 
la poudre non traitée). Cependant, la résolution des diagrammes se retrouve significativement 
améliorée après traitement thermique sous humidité comparé au traitement sans humidité ou 
sans traitement thermique. Ce phénomène a également été mis en évidence sur les spectres 
FTIR où une amélioration de la résolution des bandes a été observée, particulièrement au 
niveau de la bande de vibration 1(PO4) à 960 cm
-1. Ces données traduisent une amélioration 
de l’état de cristallinité globale des apatites nanocristallines après traitement thermique sous 
humidité, ce qui n’est pas le cas sous atmosphère relativement sèche (sans contrôle de 
l’humidité) à la même température de traitement. De plus, les décompositions spectrales, issues 
des données infrarouge, révèlent une non-diminution (voire un léger accroissement) de la 
teneur relative en ions OH- après le traitement sous humidité ce qui n’était pas le cas lorsque le 
degré d’hygrométrie n’était pas contrôlé. Ces données sont particulièrement mises en évidence 
par les spectres infrarouge dans le domaine 400-800 cm-1, exposés à la Figure II.46. 
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Figure II.46: Spectres FTIR dans le domaine spectral 400-800 cm
-1
 d’une apatite nanocristalline de référence avant et 
après traitement thermique à 50 °C sous différents degrés d’hygrométrie pendant 3 jours 
 
Ces résultats semblent soutenir l’hypothèse formulée précédemment, indiquant un 
mécanisme de perte d’eau par la déprotonation de certains ions HPO4
2- et l’élimination des ions 
OH- : avec une atmosphère riche en eau, la déshydratation des échantillons demeure limitée et 
la teneur en ions OH- ne diminue alors pas. 
 
En revanche, à l’instar des échantillons maintenus à 50 þC pendant 3 jours sans contrôle 
de l’humidité, ceux traités sous humidité montrent une diminution de la teneur relative en ions 
HPO4
2- non-apatitiques (Tableau II.22). Il semble donc que le traitement thermique subi ici par 
les apatites nanocristallines ait une influence néfaste sur la couche hydratée non-apatitique en 
surface des nanocristaux. Contrairement aux échantillons traités sous atmosphère sèche, le 
cœur apatitique n’est pas ici déstructuré par la perte d’ions OH-. C’est la dénaturation de la 
couche hydratée qui laisserait apparaître en proportion plus d’environnements apatitiques et 
entraînerait ainsi une amélioration de l’état de cristallinité global des échantillons (ce qui est 
visible par l’amélioration de la résolution des diagrammes DRX et des spectres FTIR). Il est 
possible de rapprocher ces phénomènes (amélioration de l’état de cristallinité, diminution de la 
teneur en ions HPO4
2- non-apatitiques et augmentation de la teneur en ions OH-) aux processus 
de maturation en solution de l’apatite qui se réaliseraient ici avec très peu d’eau (issue de 
l’humidité environnante et présente à la surface des nanocristaux) et sans possibilité d’échange 
avec la solution environnante. 
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Nature
du
traitement
Rapport d'aires
de bandes FTIR
-
HPO4
2- 
non-apatitiques
Rapport d'aires
de bandes FTIR
-
OH
- 
apatitiques
Sans traitement 0.22 ± 0.02 0.17 ± 0.01
Traitement à 50°C 0.15 ± 0.01 0.14 ± 0.01
Traitement à 50°C et 40 %HR 0.13 ± 0.01 0.18 ± 0.01
Traitement à 50°C et 80 %HR 0.15 ± 0.01 0.19 ± 0.01
 
Tableau II.22: Évolution des quantités relatives en ions HPO4
2-
 non-apatitiques et totaux(apatitiques + non-apatitiques)  
et OH
-
 apatitiques relevées par décomposition spectrale FTIR  pour une apatite nanocristalline de référence avant et 
après traitement thermique à  50 °C avec ou sans contrôle du taux d’humidité relative 
 
Les résultats présentés ici mettent en exergue l’influence non-négligeable des 
traitements thermiques à relativement « basse température » (≤ à 100 þC) sur les 
caractéristiques physico-chimiques des apatites nanocristallines. Il semble que deux 
phénomènes y soient rattachés : d’un côté le taux d’humidité relative semble conditionner des 
phénomènes de maturation et d’un autre côté la température semble être responsable d’un 
phénomène de dénaturation partielle de la couche hydratée non-apatitique présente en surface 
des nanocristaux. 
 
II.3.3. Étude de la ré-immersion en milieu aqueux 
 
Dans la mesure où les biomatériaux à base d’apatites nanocristallines synthétisées dans 
cette étude ont pour vocation d’être employés dans des conditions humides (comme par 
exemple en contact avec les fluides biologiques ou dans des milieux de culture cellulaire), il 
apparaît pertinent d’examiner les potentielles évolutions des poudres d’apatites après (ré-
)immersion en milieu aqueux. Pour suivre ce phénomène, une poudre d’apatite nanocristalline 
de référence (maturée 1 jour à température ambiante et à pH = 7,2) lyophilisée a été utilisée 
pour réaliser les différentes expérimentations qui suivent. 
Dans un premier temps, deux solutions d’immersion ont été testées : une solution 
aqueuse amenée à pH = 7,2 (par addition de NaOH) et une solution contenant des ions 
phosphate préparée à partir de (NH4)2HPO4 à 6 mol/L amenée à pH = 7,2 (par ajout de H3PO4). 
Cette dernière solution a été envisagée pour limiter la vitesse de dissolution de l’apatite pendant 
le test. Le temps d’immersion a été fixé à 1 jour pour les deux solutions. 
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Les résultats des décompositions spectrales FTIR ont mis en évidence des modifications 
physicochimiques significatives des environnements ioniques (Figure II.47) en comparaison 
avec l’échantillon de référence (poudre non-immergée) (Figure II.47a). Après 1 jour d’immersion, 
quel que soit le milieu testé, une importante diminution de la teneur en ions HPO4
2- non-
apatitiques a été relevée, accompagnée par une augmentation de la teneur en ions OH- 
(apatitiques) (Figure II.47b et c). Ces observations indiquent une modification de la composition 
chimique globale des cristaux due à l’étape d’immersion de la poudre.  
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Figure II.47: Évolution des teneurs relatives en ions HPO4
2-
 non-apatitiques et OH
-
 apatitiques relevées par 
décomposition spectrale FTIR pour des apatites nanocristallines de référence a) avant et  après immersion pendant 1 
jour en solution b) aqueuse de NaOH à pH = 7,2 et c) de (NH4)2HPO4 à pH = 7,2 et d) d’une apatite nanocristalline 
maturée 2 jours consécutifs pour comparaison 
 
Les résultats de diffraction des rayons X n’ont pas révélé la présence de phase 
secondaire, cependant un affinement des raies de diffraction a été observé après ré-immersion 
des poudres, attestant d’un meilleur état de cristallinité. Les analyses des diagrammes par 
profile fitting indiquent que l’amélioration de l’état de cristallinité est dû à une augmentation des 
dimensions des cristallites, comme le montrent les résultats du Tableau II.23a et b donnés en 
exemple pour l’échantillon ré-immergé dans la solution aqueuse de NaOH à pH = 7,2.  
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L (002 )
(nm)
L (310 )
(nm)
L (00 l )
(nm)
L (h 00 )
(nm)
a
Apatite nanocristalline 
de référence
avant ré-immersion
(maturation 1 jour)
19,4 ± 0,1 3,5 ± 0,1 14,5 ± 0,2 2,4 ± 0,3
b
Apatite nanocristalline
de référence
 après ré-immersion
1 jour dans H2O + NaOH à pH = 7,2
21,8 ± 0,1 3,6 ± 0,1 18,3 ± 0,3 2,5 ± 0,1
d
Apatite nanocristalline
non ré-immergée 
(maturation 2 jours consécutifs)
20,6 ± 0,2 3,4 ± 0,1 15,6 ± 0,3 2,5 ± 0,1
Scherrer Hosemann & Vogel
Échantillon Référence
 
Tableau II.23: Dimensions moyennes des cristallites d’apatites nanocristallines de référence a)  avant et b) après 
immersion en solution aqueuse (de NaOH à pH = 7,2 pendant 1 jour) et d) d’une apatite nanocristalline maturée 2 jours 
consécutifs pour comparaison obtenues à partir des modèles de Scherrer et de Hosemann & Vogel 
 
Ces modifications (diminution des teneurs en espèces ioniques issues des 
environnements non-apatitiques, évolution de la composition chimique vers la stœchiométrie et 
amélioration de l’état de cristallinité) rejoignent celles observées lors des synthèses à temps de 
maturation croissant (section II.2.1). Il est ainsi possible de considérer cette étape 
« d’immersion a posteriori » (après lyophilisation) comme une étape additionnelle de « post-
maturation » des échantillons. C’est pourquoi une comparaison avec une apatite nanocristalline 
initialement maturée pendant 2 jours consécutifs (présentant ainsi le même temps de contact 
total entre les nanocristaux d’apatites et le milieu aqueux) a été réalisée ici (Figure II.47d). Il est 
intéressant de noter que ces résultats FTIR (Figure II.47b, c et d) et DRX (Tableau II.23b et d) 
indiquent une amplification des modifications physico-chimiques lorsque la maturation en 
solution est interrompue par lyophilisation, bien qu’aucune différence substantielle n’ait été 
observée en fonction de la nature de la solution testée. 
 
Des études complémentaires ont été réalisées au laboratoire afin d’inspecter plus en 
détail ces effets. Ces expérimentations consistaient à immerger une poudre d’apatite 
nanocristalline de référence, initialement maturée 1 jour, directement dans la solution de 
précipitation (récupérée à l’issue de la synthèse) pendant une période prolongée de 10 jours. A 
titre comparatif, la même expérience a été effectuée avec de l’eau distillée plutôt que le milieu 
de précipitation. Enfin, une apatite maturée pendant 11 jours consécutifs a également été 
préparée. De manière similaire que précédemment, les échantillons ayant subi une interruption 
de maturation (quelle que soit la nature du milieu de ré-immersion) présentaient des 
caractéristiques physico-chimiques altérées par rapport au composé maturé pendant 11 jours 
consécutifs. Les dosages chimiques révèlent, par exemple, un rapport molaire Ca/P de        
1,51 ± 0,02 pour les spécimens lyophilisés et ré-immergés alors qu’il n’était que de 1,49 ± 0,02 
pour celui maturé 11 jours consécutifs. Malgré une différence faible, ces résultats suggèrent 
une tendance à l’augmentation du rapport Ca/P après ré-immersion. Des échanges ioniques de 
surface Ca2+/Mg2+ ont également été effectués sur ces différents composés par agitation de la 
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poudre dans une solution riche en Mg2+ (1 mol/L). La quantité de magnésium substituant les 
ions calcium (mesurée par absorption atomique) était proche de 1,16 ± 0,10 % et de 1,07 ± 0,10 
% (massique), respectivement pour les poudres immergées dans la solution de précipitation et 
dans l’eau. Ces deux valeurs sont inférieures à celle obtenue pour l’apatite maturée 11 jours, 
atteignant 1,23 ± 0,10 % massique. Il est possible que les mécanismes de déshydratation 
engendrés par les 2 étapes de lyophilisation subies par les échantillons ré-immergés soient 
responsables d’une perte de surface réactive plus importante que pour les échantillons ayant 
subis une seule étape de lyophilisation. Ces données indiquent cependant qu’une importante 
réactivité de surface des apatites nanocristallines ré-immergées est globalement conservée 
malgré une légère diminution de la capacité à échanger les cations de surface.  
 
Tous les résultats obtenus permettent de rassembler des informations sur l’étape 
d’interruption de la maturation (par lyophilisation) avant la ré-immersion des poudres en milieu 
aqueux. Dans tous les cas, une comparaison avec des échantillons ayant été préparés sans 
arrêt de maturation révèle : 
- i) une légère diminution de la teneur en ions HPO4
2- non-apatitiques  
- ii) une augmentation de la teneur en ions OH- apatitiques 
- iii) une diminution de la capacité à échanger des ions calcium de surface  
- iv) une augmentation du rapport molaire Ca/P 
- v) une amélioration de l’état de cristallinité global.  
Comme nous avons constaté que la nature de la solution de ré-immersion n’avait qu’un 
impact limité sur ces paramètres, l’étape d’interruption de la maturation est vraisemblablement à 
l’origine de toutes ces perturbations. Cependant, afin de distinguer si c’est l’étape de 
lyophilisation proprement dite ou le lavage qui l’accompagne qui en est responsable, des 
études complémentaires seront nécessaires.   
Des travaux précédents (Rey et al., 2007a ; Rey et al., 2007b) ont reporté des 
modifications spectrales par spectroscopie infrarouge sur des apatites nanocristallines avec le 
séchage, suggérant une amorphisation partielle de la couche hydratée non-apatitique de 
surface des nanocristaux. Nous avons schématisé ce phénomène sur la Figure II.48.  
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Figure II.48: Représentation schématique de l’amorphisation partielle de la couche non-apatitique de surface des 
apatites nanocristallines suite à l’étape de lyophilisation 
 
Dans ce contexte, les évolutions des paramètres physico-chimiques observées 
précédemment (après lavage/lyophilisation, ré-immersion puis lavage/lyophilisation) peuvent 
probablement être dues aux modifications des caractéristiques de surface. En milieu aqueux les 
environnements non-apatitiques de surface des nanocristaux sont structurés. Ainsi, ces 
phénomènes pourraient être expliqués par une amorphisation de la surface des nanocristaux 
lors de la lyophilisation qui serait en effet susceptible d’exposer une plus grande quantité d’ions 
devenus moins cohésifs. Ainsi, lors de la ré-immersion, une partie des ions peuvent être plus 
facilement libérés dans la solution environnante.  
Le mécanisme réactionnel pourrait se traduire par exemple par l’hydrolyse de 
groupements PO4
3- (voire HPO4
2-) de la manière suivante :  
solidephasesolidephasesolidephase OHHPOOHPO
2
42
3
4  
(et/ou  
solidephasesolidephasesolidephase OHPOHOHHPO 422
2
4 ) 
suivie par la libération d’ions calcium et phosphate protonés dans la solution via une réaction de 
surface. 
Dans le cas d’une ré-immersion dans l’eau, cette hypothèse pourrait expliquer la 
diminution des ions HPO4
2- non-apatitiques (de par leur libération partielle dans le fluide 
environnant) ainsi que l’augmentation de la teneur en ions OH- dans le réseau apatitique. Ainsi 
ce phénomène (qui pourrait être considéré comme une « érosion » de la surface des 
nanocristaux) engendrerait une réduction de la proportion en environnements ioniques non-
apatitiques au profit du cœur apatitique. Un volume plus important (en proportion) 
d’environnements apatitiques serait alors exposé (aux rayons X par exemple) et aurait pour 
conséquence d’augmenter la résolution des diagrammes (DRX) et d’améliorer l’état de 
cristallinité moyen sur tout le nanocristal.  
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Il est cependant à noter qu’avec un excès d’ions phosphate dans la solution de ré-immersion, la 
présence d’ions calcium « libres » en solution est improbable et des phénomènes de 
reprécipitation peuvent entrer en jeu, conduisant à un système plus complexe qui nécessite des 
examens additionnels.  
 
Nous avons donc pu observer lors de cette étude que la ré-immersion en milieu aqueux 
de poudre d’apatite nanocristalline lyophilisée conduit à la réactivation des processus de 
maturation, et ce de manière « accélérée ». Il est donc important de prendre en compte ces 
phénomènes dans la mesure où ces matériaux sont destinés à être utilisés en conditions 
humides (fluides biologiques).  
 
II.3.4. Impact de la mise en forme 
 
Afin de réaliser des tests biologiques et microbiologiques sur nos échantillons, il a été 
nécessaire de mettre nos poudres d’apatites nanocristallines sous forme de pastilles. Or nous 
venons de voir que ces composés étaient relativement sensibles à un grand nombre de facteurs 
et tout particulièrement la température, c’est pourquoi nous nous sommes penché sur des 
procédés de mise en forme « doux » et en avons  évalué l’influence sur les propriétés physico-
chimiques des composés. Il n’a été reporté dans la littérature que peu d’études                 
(Banu, 2005 ; Drouet et al., 2009) sur la mise en forme de telles céramiques à « basse » 
température, les techniques usuelles employant généralement des méthodes de 
consolidation/frittage à très hautes températures (de l’ordre de 1000-1200 þC) qu’il n’est pas 
possible d’utiliser ici sans dénaturer les apatites nanocristallines. Les techniques de 
consolidation dites « basse température » (typiquement < 300 °C) employées sur des apatites 
nanocristallines utilisent les procédés de compression uniaxiale (à température ambiante ou en 
température < 300 °C) ou de frittage flash par SPS (« Spark Plasma Sintering ») avec de bons 
résultats de cohésion des matériaux tout en conservant les propriétés intéressantes des 
composés (Banu, 2005 ; Drouet et al., 2009). Il a été émis l’hypothèse que les mécanismes de 
consolidation engagés dans la mise en forme de poudre d’apatites nanocristallines par ces 
procédés basse température impliquent des interactions entre les nanocristaux via leurs 
couches hydratées de surface, comme le schématise la Figure II.49 (Rey et al., 2007a). De tels 
phénomènes ont aussi été décrits pour la formation des tissus calcifiés et sont connus sous le 
nom de « fusion cristalline » (Landis et al., 1993). 
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Figure II.49: Schéma représentant les interactions entre les nanocristaux d’apatites via leurs couches hydratées de 
surface impliquées dans leur consolidation « à froid » 
 
Pour réaliser les matériaux sous forme de pastilles dans ce travail, la compression 
uniaxiale à température ambiante a été choisie. L’appareillage utilisé pour cette mise en forme 
est une machine d’essai mécanique Hounsfield série S 25 kN. Les pastilles ont été réalisées 
dans un moule en acier, utilisant des pistons en acier, de diamètre 13 mm par une mise en 
pression à 20 mm/min suivie d’un palier en compression de 15 secondes et un retour à 
0,5 mm/min. La masse de poudre d’apatites lyophilisées utilisée pour chaque pastille est de 
150 mg. 
 
Afin d’évaluer l’influence de cette étape de mise en forme sur les caractéristiques 
physico-chimiques de nos composés, deux valeurs de compressions ont été testées : 40 et 
80 MPa (5315 et 10620 N respectivement). Ces tests ont été réalisés sur une poudre d’apatite 
nanocristalline dont le temps de maturation était de 20 minutes car, comme nous l’avons décrit 
dans la section II.2.1, ces apatites sont les plus réactives et les potentielles modifications 
engendrées par le pastillage seront donc a priori plus aisément observables.  
 
Des tests préliminaires au laboratoire, réalisés dans des conditions similaires, ont montré 
que la compression d’apatites nanocristallines entre des pistons en acier conduisait à des 
difficultés de démoulage et entraînait un taux important de casse des pastilles en raison de 
l’adhésion (relativement forte) des composés sur les pistons et les parois du moule 
(probablement via la couche hydratée). Pour palier ce problème, de l’adhésif aluminium a été 
utilisé dans un premier temps pour recouvrir les pistons. Cette solution évite l’adhésion du 
produit sur les pistons et la casse des pastilles mais requiert beaucoup de temps pour la 
préparation d’une pastille et pollue les échantillons en laissant de la colle issue de l’adhésif sur 
les parois des pastilles (noircissement des contours de la pastille). Ces pastilles étant destinées 
à l’évaluation biologique et microbiologique, cette pollution pourrait être responsable d’effets 
indésirables sur les résultats. La seconde alternative a été alors de placer des joints en Téflon 
entre le composé et les pistons pour empêcher la poudre d’adhérer sur ces derniers. Ces joints 
en Téflon ont effectivement permis d’obtenir des pastilles intactes et faciles à démouler.  
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Le Téflon étant un polymère contenant du fluor, élément potentiellement cytotoxique 
(Yang et al., 2011), nous avons réalisé des analyses XPS (Spectroscopie par Photoélectrons X) 
sur 3 pastilles d’apatites nanocristallines compressées à 80 MPa pour déceler l’éventuelle 
présence de particules de Téflon en surface des échantillons. Ces analyses révèlent 
effectivement la présence de l’élément fluor dans des proportions variables, comprises entre 26 
et 58 % (pourcentage atomique par rapport aux ions calcium), traduisant la présence de 
particules de Téflon en surface des pastilles d’apatites réalisées dans ces conditions de mises 
en forme. Notons que les tests de cytotoxicité que nous avons effectués (qui seront détaillés 
dans la section II.4.2 de ce chapitre), n’ont cependant révélé aucun effet toxique lié à la 
présence des particules de Téflon. 
Les tests réalisés à 40 MPa et 80 MPa sur une apatite nanocristalline maturée 20 
minutes, pour évaluer l’influence du pastillage sur leur physico-chimie, ont été menés en 
utilisant des joints de Téflon. Les pastilles ainsi obtenues avaient un diamètre de 13,0 mm pour 
une épaisseur d’environ 1,4 mm pour celles comprimées à 40 MPa et de 1,1 mm pour celles 
comprimées à 80 MPa, avec une densité apparente de 0,77 ± 0,04  et de 0,99 ± 0,04 mg/mm3 
respectivement. Ces pastilles se sont avérées être cohésives et aisément manipulables sans 
phénomène de casse, et ce pour les deux valeurs de compression testées. Afin d’évaluer les 
éventuelles modifications subies par les apatites, nous avons analysé par FTIR les pastilles en 
surface (en grattant légèrement la surface des pastilles à l’aide d’un cutter) et à cœur (en 
broyant un morceau de la pastille ôtée de sa surface). Les résultats FTIR et les décompositions 
spectrales associées dans le domaine 400-800 cm-1 ne montrent aucune modification 
significative que ce soit au niveau de la résolution des spectres ou au niveau des 
environnements chimiques (Figure II.50). Ces résultats confirment qu’une consolidation des 
apatites nanocristallines est possible par compression uniaxiale à température ambiante et à la 
pression de 40 ou 80 MPa et que celle-ci n’entraîne pas de modification physico-chimique des 
composés.  
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Figure II.50: Spectre FTIR (+ zoom dans le domaine 800-400 cm
-1) d’une apatite nanocristalline maturée 20 min avant et après pastillage à 40 ou 80 MPa (analyse de la surface et 
du cœur de la pastille) 
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Une étude similaire a été menée sur des apatites nanocristallines maturées 20 minutes 
et synthétisées avec Na2HPO4. Les résultats obtenus sont identiques à ceux que nous venons 
de décrire, validant donc que la compression uniaxiale à température ambiante et à la pression 
de 40 ou 80 MPa est une méthode de consolidation adaptée aux apatites nanocristallines. 
 
Lors des tests biologiques et microbiologiques, les pastilles ainsi mises en forme 
subissent une étape d’immersion pour ensuite être placées au contact des cellules. Il a été 
observé qu’au moment de cette immersion, la formation de bulles apparaissait et que les 
pastilles compressées à 40 MPa se fragmentaient au contact de la solution (Figure II.51). De 
plus, nous avons noté que la fragmentation des pastilles est plus rapide lorsqu’elles sont 
ajoutées à la solution que quand c’est la solution qui est versée sur les pastilles. Il est possible 
que le formation de bulles, probablement due à l’air emprisonné dans les pores de la pastille qui 
se libère lorsque le liquide pénètre les pores, fragilise la pastille qui n’est pas assez cohésive et 
soit responsable de la fragmentation des pastilles lors de la mise en contact avec le milieu.  
 
5 mm5 mm 7 mm
 
Figure II.51:Photographies représentant les étapes de fragmentation des pastilles d’apatite nanocristalline compressées 
à 40 MPa 
 
Pour résoudre ce problème, nous avons dans un premier temps effectué un post-
traitement thermique des pastilles compressées à 40 MPa, à 100 °C, pendant diverses durées 
allant jusqu'à 48 heures. Les résultats obtenus après ce post-traitement furent identiques et les 
pastilles subissaient une fragmentation après mise en contact avec la solution.  
Dans un second temps, il a été envisagé d’étudier l’effet de la valeur de compression sur 
la cohésion des pastilles après immersion : 8 valeurs de pression ont été étudiées, entre 40 et 
180 MPa, en conservant les conditions énoncées précédemment (diamètre 13 mm, température 
ambiante,…). Ces essais ont révélé que la compression minimale pour éviter les phénomènes 
de fragmentation des échantillons lors de leur mise en contact avec la solution est de 80 MPa. 
C’est pourquoi, afin de limiter au maximum la force de compression sur l’échantillon et les 
éventuelles modifications physico-chimiques pouvant en découler, nous avons sélectionné la 
valeur de 80 MPa pour mettre en forme les échantillons synthétisés pour réaliser les tests 
biologiques et microbiologiques.  
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II.3.5. Effets de la méthode de stérilisation  
 
Les composés synthétisés dans ce travail sont des biomatériaux destinés à l’implantation 
in vivo ce qui les conduira indéniablement à subir une ou plusieurs étapes de stérilisation. Mais 
compte tenu de la relative sensibilité des apatites nanocristallines faces à divers traitements 
chimiques ou physiques, il est nécessaire de s’interroger sur l’impact potentiel des méthodes de 
stérilisation sur les propriétés physico-chimiques de nos composés.  
Dans ce cas, les données exposées dans la section II.3.2 sont particulièrement 
importantes à prendre en considération dans la mesure où les procédés de stérilisation 
impliquent parfois des traitements en température (en plus d’autres traitements). Ainsi, afin 
d’anticiper d’éventuelles modifications physico-chimiques liées à ces traitements thermiques, 
une étude préliminaire, et complémentaire à celles déjà réalisées précédemment, a été menée 
en traitant une apatite nanocristalline de référence (synthétisée à température ambiante, à 
pH = 7,2 et maturée pendant 1 jour) à 150 °C pendant 3 heures. Ces conditions expérimentales 
correspondent en effet au traitement thermique usuellement rencontré dans les procédés de 
stérilisation en voie sèche (comme la stérilisation en four Pasteur). Ce traitement a conduit à 
une perte de masse du composé de 4,7 ± 0,4 %. Prenant en compte le fait que la structure 
apatitique était conservée (contrôlé par des analyses DRX et FTIR non présentées ici), il est 
raisonnable d’attribuer cette perte de masse au départ de molécules d’eau dû à l’exposition du 
composé à la température de 150 °C. Les décompositions des spectres FTIR ont également 
montré une dénaturation de la couche hydratée, attestée par la diminution de la teneur en ions 
HPO4
2- non-apatitiques, ainsi qu’une légère diminution de la teneur en ions hydroxyde. Comme 
décrit précédemment, les traitements thermiques que subissent les échantillons d’apatites 
nanocristallines peuvent modifier les propriétés des composés, comme la réactivité de surface. 
Cependant, il est à noter que malgré des modifications physico-chimiques à prendre en compte 
en fonction des applications visées, les caractéristiques initiales ne sont pas complètement 
perdues puisque la taille nanométrique, le caractère non-stœchiométrique et la présence 
d’environnements hydratés non-apatitiques sont toujours observables même après de tels 
traitements, et peuvent donc être mis à profit lors des applications. 
Une seconde méthode de stérilisation impliquant des températures plus basses a 
également été étudiée : la stérilisation par plasma de peroxyde d’hydrogène. Cette technique 
implique la vaporisation d’un plasma de peroxyde d’hydrogène sur les échantillons à stériliser à 
la température de 50 °C pendant 1 heure. Dans le but d’évaluer l’influence de cette méthode de 
stérilisation sur les caractéristiques physico-chimiques des échantillons synthétisés dans cette 
étude, une pastille a été préparée à partir d’une apatite nanocristalline maturée pendant 
20 minutes (les apatites peu maturées étant les plus réactives donc les plus susceptibles 
d’évoluer) à 80 MPa puis stérilisée par plasma de peroxyde d’hydrogène et enfin analysée par 
spectroscopie infrarouge (en surface et au cœur de la pastille). Les résultats sont présentés à la 
Figure II.52. 
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Figure II.52: Spectres FTIR d’une pastille d’apatite nanocristalline (maturée 20 minutes) avant et après stérilisation par plasma au peroxyde d’hydrogène 
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Ces résultats n’indiquent pas de bandes d’absorption supplémentaires en dehors des 
bandes caractéristiques des apatites nanocristallines. En revanche, une légère amélioration de 
la résolution du spectre FTIR a pu être observée tant au niveau de la surface que du cœur de la 
pastille après stérilisation, ce qui est particulièrement visible au niveau de la bande 1 (PO4)vers 
960 cm-1 (encadré de la Figure II.52). La décomposition spectrale dans le domaine 400-800 cm-1 
(données non présentées ici) révèle également une légère diminution de la quantité d’ions 
HPO4
2- non-apatitiques à la fois en surface et au cœur de la pastille après le traitement, de 
l’ordre de 8 % et 10 % respectivement. Ces modifications peuvent vraisemblablement être 
attribuées au traitement thermique (50 °C pendant 1 heure) et/ou à l’action des espèces 
peroxydées. Afin de discerner l’influence de ces deux facteurs, un traitement thermique à 
l’étuve à 50 þC pendant 1 heure (sans traitement peroxyde) a été effectué sur une pastille 
d’apatite nanocristalline maturée pendant 20 minutes (identique à celle utilisée précédemment). 
Les résultats FTIR ne révèlent aucune modification significative des spectres après le seul 
traitement thermique. Il est donc probable que la diffusion du plasma au peroxyde d’hydrogène 
soit à l’origine de l’évolution des échantillons. Les espèces oxygénées telles que les ions 
peroxyde (O2
2-), superoxyde (O2
-) ou encore l’oxygène moléculaire (O2) sont connues pour être 
susceptibles de pénétrer dans le réseau apatitique (Rey, 1984). Il est ainsi concevable qu’une 
ou plusieurs de ces espèces oxygénées aient été incorporées dans nos échantillons et soient 
responsables des modifications relevées.  
 
Nous remarquons ainsi qu’il est nécessaire d’évaluer l’influence de l’étape de stérilisation 
sur les caractéristiques physico-chimiques des apatites nanocristallines et que celle-ci varie 
suivant la méthode de stérilisation employée.  
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II.4. Évaluations biologiques/microbiologiques 
 
Les évaluations de l’efficacité antibactérienne ainsi que de la potentielle cytotoxicité des 
composés synthétisés dans cette étude ont été réalisées en collaboration avec un groupe de 
microbiologistes et biologistes allemands de l’institut Fraunhofer IGB (Fraunhofer-Institut für 
Grenzflächen- und Bioverfahrenstechnik de Stuttgart). A l’exception des tests de résorption 
ostéoclastique, toutes les expérimentations biologiques et microbiologiques de ce travail ont été 
effectuées par le groupe allemand après envoi de nos échantillons. 
Nous allons évoquer dans les sections suivantes les protocoles expérimentaux de ces 
tests (micro-)biologiques et les résultats obtenus sur des apatites nanocristallines n’ayant pas 
été enrichies en agents antibactériens.  
 
II.4.1. Étape de pré-équilibrage 
 
Les cultures cellulaires et bactériennes nécessitent des conditions physico-chimiques 
strictes (atmosphère, éléments nutritifs, température, pH,…) afin de permettre une croissance 
cellulaire optimale. Parmi les paramètres physico-chimiques qu’il est important d’évaluer et de 
contrôler, le pH des milieux de culture, dont la valeur est généralement celle des fluides 
biologiques (pH = 7,4) apparaît comme l’un des principaux facteurs, c’est pourquoi la majorité 
de ces milieux contiennent des indicateurs colorés de pH tels que le phénol rouge. 
C’est notamment ainsi que l’on pu observer un abaissement non-négligeable et rapide du 
pH en solution lors de la mise en contact des pastilles d’apatites nanocristallines (préparées 
dans les conditions détaillées dans la section II.3.4) avec les milieux de culture. Ce phénomène 
est illustré par la cinétique de variation de pH (Figure II.53) réalisée en plaçant une pastille mise 
en forme par compression uniaxiale à température ambiante et à 80 MPa d’apatite 
nanocristalline synthétisée avec le protocole de référence (1 jour de maturation à température 
ambiante et à pH = 7,2) dans 2 mL de milieu biologique (contenant du MEM (Minimum 
Essential Medium ), du FBS (Fetal Bovine Serum), des antibiotiques et de la glutamine) à 
37 °C pendant environ 7 heures présentée sur la Figure II.53. Ce phénomène a également été 
observé directement à partir des poudres d’apatites nanocristallines (et non plus de pastilles) et 
en utilisant également d’autres solutions (DMEM, eau distillée). 
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Figure II.53: Cinétique de variation du pH en milieu de culture MEM (+ FBS + antibiotiques + glutamine) avec et 
sans pastille (80 MPa) d’apatite nanocristalline de référence 
 
Comme évoqué dans la section II.3.3, l’immersion d’apatite nanocristalline en solution 
aqueuse conduit à une certaine hydroxylation des composés associée à une diminution de la 
teneur en ions HPO4
2-. Ainsi, l’incorporation d’ions OH- à l’apatite et/ou la libération d’ions H+ 
résultant de la transformation des ions HPO4
2- en ions PO4
3- pourraient être en partie à l’origine 
de l’acidification du milieu de culture lors de l’immersion des pastilles d’apatite nanocristalline. 
Une autre explication pourrait également être liée à la libération en solution d’ions H2PO4
- 
(formés par le biais de transferts de protons entre ions HPO4
2- voisins, « proton hopping », dans 
l’apatite) dont le caractère monovalent engendre une attraction moindre vers les ions Ca2+ du 
cristal. Compte-tenu de la valeur du pKa du couple H2PO4
-/HPO4
2- (7,2), la libération d’ions 
H2PO4
- en solution mènerait alors à la coexistence de ces deux espèces phosphatées, 
engendrant donc une acidification du milieu par libération de proton. 
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Bien qu’une légère variation de pH, de l’ordre de 0,4 unité pH, soit tolérable pour la 
culture cellulaire ou bactérienne, une telle acidification (pH < 7) peut engendrer des effets 
cytotoxiques. Pour corriger ce phénomène, un « pré-équilibrage » des échantillons a été 
envisagé afin d’amener le système à libérer les espèces acides avant leur utilisation en milieu 
de culture. Les tests de pré-équilibrage ont été effectués en prenant comme base le protocole 
de synthèse de référence des apatites nanocristallines (1 jour de maturation à température 
ambiante et à pH = 7,2) auquel certains paramètres 1) de synthèse ou 2) de post-traitements de 
la poudre ont été modifiés. Trois modes d’action, schématisés dans la Figure II.54, ont été 
testés :  
- i) utilisation de solutions alcalines (à la place de l’eau distillée) lors de l’étape de 
lavage  
- ii) immersion du gel (obtenu après filtration et avant lyophilisation) dans des 
solutions alcalines 
- iii) immersion de la poudre lyophilisée dans diverses solutions et diverses 
conditions. 
A titre comparatif, les tests ont également été effectués dans les mêmes conditions sur 
une apatite nanocristalline contenant du sodium (synthétisée avec Na2HPO4 au lieu de 
(NH4)2HPO4, toujours à température ambiante pendant 1 jour de maturation en solution). 
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Figure II.54: Représentation schématique des protocoles de pré-équilibrage testés sur une apatite nanocristalline de 
référence (sodée ou non sodée) 
 
A partir des poudres issues de ces différents tests de pré-équilibrage, des pastilles de 
diamètre 13 mm ont été mises en forme par compression uniaxiale à 80 MPa (en utilisant 
environ 150 mg de poudre) puis ont été immergées de manière statique dans 1 mL de milieu de 
culture DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium) à 37 °C (étuve) pendant 24 heures (dans 
des conditions non stériles). Un témoin sans pastille ainsi qu’une pastille d’apatite 
nanocristalline n’ayant pas été pré-équilibrée ont également été inclus dans l’étude. Aux termes 
des 24 heures d’immersion, le pH a été évalué visuellement à partir de la couleur de l’indicateur 
coloré (rouge de phénol) inclus dans le DMEM. Lors de culture cellulaire ou bactérienne, le pH 
est évalué de la même manière (visuellement) : si le milieu est de couleur jaune ou orange, le 
pH est trop acide pour les cellules, il faut que le milieu ait une couleur rose/violette. Les clichés 
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de la Figure II.55 montrent la couleur des solutions après l’immersion (pendant 24 heures) des 
pastilles d’apatites ayant subies les différents pré-équilibrages.  
 
 
Figure II.55: Clichés des solutions d’immersion (DMEM à 37 °C) après 24 heures immersion de pastilles d’apatites 
nanocristallines (synthétisées avec (NH4)2HPO4 ou Na2HPO4) ayant subies différents modes de pré-équilibrage 
 
Ces données montrent que la plupart des milieux de culture après 24 heures 
d’immersion de pastilles, préparées à partir d’apatites nanocristallines ayant été pré-équilibrées 
par différentes méthodes, ont une couleur rose (pH compris entre 7 et 8), une gamme de pH 
acceptable pour les évaluations biologiques et microbiologiques. Seuls les pré-équilibrages 
impliquant des solutions faiblement alcalines (pH = 9) ont conduit à l’acidification du milieu 
(couleur jaune ou orange), à l’instar de l’échantillon non pré-équilibré. Après 24 heures, le 
témoin sans pastille avait une couleur violette (pH alcalin), ce qui est probablement liée aux 
conditions non stériles de l’expérimentation permettant une contamination microbienne 
possible. La grande majorité des voies de pré-équilibrage des échantillons semblent donc être 
efficace pour empêcher l’acidification des milieux de culture lors de l’évaluation (micro-
)biologique des apatites nanocristallines.  
Des analyses FTIR ont été réalisées sur ces composés (avant la mise en contact avec le 
milieu de culture) afin d’évaluer l’impact éventuel du pré-équilibrage sur les caractéristiques 
physico-chimiques des apatites nanocristallines. Tous les spectres FTIR obtenus présentent les 
bandes caractéristiques des apatites nanocristallines sans bandes supplémentaires. Une partie 
des résultats obtenus par décomposition de ces spectres infrarouge dans le domaine           
400-800 cm-1 est présentée dans la Figure II.56. 
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Figure II.56: Évolution des teneurs relatives en ions HPO4
2-
 non-apatitiques et OH
-
 apatitiques relevées par 
décomposition spectrale FTIR  pour une apatite nanocristalline de référence avant et après différents modes 
caractéristiques de pré-équilibrage 
 
Comme nous l’avons observé dans la section II.3.3, l’immersion en solution aqueuse de 
poudre lyophilisée d’apatites nanocristallines conduit à des modifications chimiques, notamment 
au niveau des teneurs en ions HPO4
2-, ainsi que l’évolution de l’état de cristallinité globale des 
systèmes. La Figure II.56 (que l’on peut considérer comme représentative) montre clairement 
des résultats similaires pour les échantillons pré-équilibrés par re-suspension (tests référencés 
« iii) ») des poudres en solution aqueuse alcaline ou en température (37 ou 50 þC), où l’on peut 
remarquer plus particulièrement une diminution significative de la quantité d’ions HPO4
2- non-
apatitiques. Les autres voies de pré-équilibrage semblent n’affecter les échantillons qu’en 
moindre mesure : que ce soit pour les tests référencés « i) » ou « ii) » la teneur en ions HPO4
2- 
non-apatitiques n’a pas été influencée significativement, tout comme la quantité d’ions OH- 
(malgré une augmentation sensible à l’issu du pré-équilibrage référencé « ii) »). Ce sont donc 
les modes de pré-équilibrage par utilisation de solution alcaline (pH > 9) lors de la 
filtration/lavage au cours de la synthèse des apatites nanocristallines qui ont la plus faible 
influence (au niveau des résultats FTIR) sur les composés.  
 
En raison de son efficacité à limiter les phénomènes d’acidification, de sa faible influence 
sur les caractéristiques physico-chimiques des échantillons et de sa facilité de mise en œuvre, il 
a été décidé de choisir de pré-équilibrer les composés synthétisés dans la suite de ce travail (en 
vue de leur caractérisation (micro-)biologique) par modification du protocole de filtration/lavage 
lors de la synthèse des apatites nanocristallines en utilisant une solution de Na3PO4.12H2O à 
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pH = 11 comme solution de lavage (suivi d’un rinçage à l’eau désionisée), ce qui est référencé 
« i)7 » sur la Figure II.54. La cinétique de variation de pH, présentée en Figure II.57, conduite sur 
une apatite nanocristalline de référence ayant été pré-équilibrée de cette manière dans un 
milieu de culture (contenant du MEM (Minimum Essential Medium ) + FBS (Fetal Bovine 
Serum) + antibiotiques + glutamine), ne montre aucune acidification du pH à l’opposé des 
résultats obtenus à la Figure II.53 sans pré-équilibrage. 
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Figure II.57: Cinétique de variation de pH en milieu de culture MEM (+ FBS + antibiotiques + glutamine) avec et 
sans pastille (80 MPa) d’apatite nanocristalline de référence après une étape de pré-équilibrage retenue (lavage avec 
une solution de Na3PO4 à pH = 11) 
 
II.4.2. Évaluation de la cytotoxicité 
 
L’innocuité des échantillons synthétisés dans ce travail est une propriété primordiale qu’il 
est important d’évaluer en premier lieu lorsque des biomatériaux destinés à l’implantation sont 
envisagés. L’évaluation de la toxicité des apatites nanocristallines vis-à-vis des cellules, 
appelée cytotoxicité, ainsi que le comportement cellulaire ont été examinés par nos 
collaborateurs allemands (du département de biotechnologie moléculaire (Molekulare 
Biotechnologie) de l’institut Fraunhofer-IGB) sur des cellules ostéogéniques de la lignée CAL-72 
(lignée cellulaire ostéoblastique humaine issue d’ostéosarcome19, DSMZ n° ACC 439) dont la 
nature est proche des ostéoblastes. La méthode employée dans ce cas est celle du rouge 
neutre (neutral red), une méthode colorimétrique permettant de quantifier la perméabilité des 
                                                 
 
19
 Tumeur maligne osseuse 
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membranes cellulaires et leur activité lysosomale20 en réponse à la mise en contact avec les 
composés dont la toxicité doit être évaluée. Ce procédé est basé sur la capacité des cellules 
viables à incorporer et lier la molécule colorée de rouge neutre au sein des lysosomes, 
permettant ainsi leur quantification par colorimétrie (par spectrophotométrie à 540 nm) et par 
microscopie. Les cellules viables apparaissent ainsi en rouge/rose tandis que les cellules dont 
la membrane n’est pas intacte (cellules présentant un métabolisme altéré ou mortes) 
n’apparaissent pas colorées, comme le montrent les clichés de la Figure II.58 représentant un 
contrôle positif et négatif. La quantité de cellules viables peut ainsi être relevée en mesurant la 
densité optique de la suspension de cellule par spectrophotométrie (à la longueur d’onde 540 
nm).  
 
Contrôle positif Contrôle négatif
 
Figure II.58: Clichés de microscopie représentant un contrôle positif (cellules viables) et un contrôle négatif (cellules 
non viables) à partir du test au rouge neutre 
 
La procédure expérimentale des tests de cytotoxicité au rouge neutre est la suivante 
(Figure II.59) :  
- 1. Les échantillons sous forme de pastilles sont placés dans des plaques de culture 
(plaques en polystyrène non traitées contenant 24 puits de diamètre 16 mm) puis 
immergés pendant 24 ou 48 heures avec 1 mL de milieu de culture DMEM (pour 
Dulbecco's Modified Eagle Medium, dont la composition est détaillée à l’annexe II.2) 
complété avec 2 mM de glutamine, 100 µm/mL de pénicilline (antibiotique), 100 
µg/mL de streptomycine (antibiotique), 1% d’insuline/transferrine/sélénium21 (ITS) et 
10 % de sérum de veau fœtal22 (FCS pour Fetal Calf Serum) à 37 °C avec 5 % de 
CO2. 
- 2. Le milieu est ensuite récupéré et distribué sur une plaque de culture 96 puits (100 µL 
par puits) contenant les cellules à étudier (10 000 cellules par puits) qui ont été 
préalablement incubées 24 heures afin qu’elles adhèrent au fond des puits. 
                                                 
 
20
 Les lysosomes sont des organites cellulaires responsables de la digestion intracellulaire (élimination des molécules non-fonctionnelles) 
21
 Supplément de milieu de culture cellulaire contenant de l’insuline (hormone impliquée dans l’assimilation cellulaire du glucose et des acides 
aminés), de la transferrine (protéine impliquée dans le transport du fer) et du sélénium (cofacteur enzymatique) 
22
 Mélange complexe de protéines et de facteurs de croissance 
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- 3. La plaque est incubée pendant 48 heures à 37 °C avec 5 % de CO2.  
- 4. Après incubation, le milieu est enlevé et les cellules sont colorées au rouge neutre en 
utilisant des kits de réactifs « In Cytotox - NR » de la marque Xenometrics, dont la 
procédure d’utilisation est présentée à l’annexe II.3. 
- 5. Les suspensions cellulaires obtenues sont enfin analysées par spectrophotométrie à 
la longueur d’onde de 540 nm. 
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Figure II.59: Représentation schématique du protocole expérimental des tests d’évaluation de la cytotoxicité des 
pastilles d’apatites sur cellules ostéogéniques (CAL-72) 
 
Une étude destinée à évaluer la potentielle cytotoxicité des échantillons d’apatite 
nanocristalline (non dopés en agents antibactériens) suivant ce protocole expérimental a été 
menée. Cette étude a été portée sur un échantillon d’apatite nanocristalline de référence 
synthétisée avec (NH4)2HPO4 ayant pour temps de maturation en solution 1 jour à température 
ambiante et à pH = 7,2. L’influence de la présence de sodium au sein des échantillons d’apatite 
(synthèse réalisée en utilisant Na2HPO4 comme sel de phosphate de départ) a également été 
étudiée. Pour cela, une apatite nanocristalline synthétisée avec Na2HPO4 ayant pour temps de 
maturation en solution 1 jour à température ambiante et à pH = 7,2 a été employée. Pour 
réaliser les tests d’évaluation de la cytotoxicité, les échantillons ont été mis sous forme de 
pastilles, dont le diamètre est de 13 mm et la masse de 150 mg, par compression uniaxiale à 
température ambiante et à la pression de 40 MPa. Les résultats des tests sont présentés dans 
la Figure II.60. 
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Figure II.60 : Résultats de spectrophotométrie (rouge neutre) issus des tests de cytotoxicité sur cellules ostéogéniques 
(CAL-72) après incubation des pastilles pendant 24 et 48 heures dans du DMEM complété réalisés sur des apatites 
nanocristallines (non dopées en agents antibactériens) synthétisées avec (NH4)2PO4 ou Na2HPO4 ayant 1 jour de 
maturation à température ambiante et à pH7,2 
 
Ces résultats montrent que la densité optique des suspensions de cellules ayant été 
incubées 24 heures ou 48 heures en présence des échantillons d’apatite nanocristalline 
(synthétisés avec (NH4)2HPO4 ou Na2HPO4) ont des valeurs similaires au contrôle positif 
(cellules cultivées dans des conditions favorables). Ces données indiquent donc une non-
toxicité de ces échantillons d’apatites nanocristallines non dopés vis-à-vis des cellules 
ostéoblastiques de la lignée CAL-72, malgré la présence de particules de Téflon (voir section 
II.3.4) en surface des pastilles analysées ici issue de la méthode de mise en forme (utilisation 
de joint en Téflon). 
 
Il faut noter cependant que durant ces tests d’évaluation de la cytotoxicité, l’immersion 
des pastilles d’apatite dans le milieu de culture cellulaire (DMEM) avait engendrée une 
acidification de la solution. Lors de ces tests, pour corriger ce problème le pH avait été ajusté 
à 7,5 par ajout de NaOH à 1 mol/L. C’est pourquoi, par la suite, nous avons envisagé d’inclure 
une étape de pré-équilibrage lors de la synthèse des apatites nanocristallines évaluées lors des 
tests (micro-)biologiques qui permettrait de limiter ces phénomènes d’acidification. L’étude 
réalisée pour trouver une méthode de pré-équilibrage adéquate a été détaillée dans la 
section II.4.1 de ce chapitre. Durant les tests de cytotoxicité, il avait également été observé une 
fragmentation de certaines des pastilles après immersion dans le milieu de culture. Pour palier 
ce problème, les pastilles ont été mises en forme par compression uniaxiale à température 
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ambiante à une pression de 80 MPa au lieu de 40 MPa (détails voir section II.3.4de ce 
chapitre). Nous avons donc évalué l’influence de la pré-équilibration des apatites 
nanocristallines et de la plus forte compression des pastilles sur les résultats de l’évaluation de 
la cytotoxicité. Pour cela, une apatite nanocristalline (non dopée en agents antibactériens) 
synthétisée avec Na2HPO4 ayant 1 jour de maturation en solution (à température ambiante et à 
pH = 7,2) et ayant subie une étape de pré-équilibrage par lavage du précipité avec une solution 
de Na3PO4 à pH = 11 (voir section II.4.1) a été employée. Cet échantillon a été mis sous forme 
de pastille d’un diamètre de 13 mm, avec une masse de poudre de 150 mg, par compression 
uniaxiale à température ambiante et à la pression de 80 MPa. Le protocole expérimental du test 
de cytotoxicité réalisé sur cet échantillon est identique à celui décrit au début de cette section. 
Les résultats sont reportés dans la Figure II.61. 
 
 
Figure II.61: Résultats de spectrophotométrie (rouge neutre) issus des tests de cytotoxicité sur cellules ostéogéniques 
(CAL-72) après incubation de 24 et 48 heures réalisés sur une apatite nanocristalline (non dopée en agents 
antibactériens) synthétisée avec Na2HPO4 ayant 1 jour de maturation à température ambiante et à pH7,2 et ayant subie 
une étape de pré-équilibrage (lavage avec une solution de Na3PO4 à  pH = 11) 
 
Tout d’abord, au cours de l’expérimentation, l’ajustement du pH après immersion de 
l’échantillon (pastille) dans le milieu de culture cellulaire (DMEM) n’a pas été nécessaire car il 
n’est pas devenu acide. Ceci reflète l’efficacité de l’étape de pré-équilibrage des échantillons. 
Les résultats du test de cytotoxicité indiquent que la densité optique des suspensions de 
cellules incubées 24 heures ou 48 heures en présence l’apatite nanocristalline pré-équilibrée 
(synthétisée avec Na2HPO4) est similaire au contrôle positif. Il s’avère donc que le pré-
équilibrage des apatites ainsi que la plus forte compression des pastilles n’engendrent pas 
d’évènements toxiques pour les cellules évaluées. 
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Au final, ces données nous révèlent que les apatites nanocristallines non dopées en 
agents antibactériens ne sont pas cytotoxiques vis-à-vis de cellules ostéogéniques. De plus la 
présence de sodium au sein de leur composition ou le pré-équilibrage des échantillons ne sont 
pas de facteurs toxiques pour ce type de cellules. 
II.4.3. Étude de résorption ostéoclastique 
 
Des tests préliminaires axés sur l’activité d’ostéoclastes vis-à-vis d’apatites 
nanocristallines ont été réalisés lors de mon séjour d’une semaine à l’IGFL (Institut de 
Génomique Fonctionnelle de Lyon) dans les locaux de l’ENS de Lyon en collaboration avec des 
chercheurs du département de Biologie cellulaire et physiologie osseuse. Cette étude avait pour 
but d’illustrer en partie le caractère résorbable des apatites nanocristallines en analysant la 
réponse des cellules osseuses responsables de l’activité de résorption que sont les 
ostéoclastes. 
 
Afin de comparer la réponse des ostéoclastes sur différents phosphates de calcium, 
nous avons testé dans cette étude des échantillons d’hydroxyapatite stœchiométrique (connue 
pour sa faible vitesse de biorésorption), de phosphate tricalcique  ( TCP, connu pour sa 
biorésorption rapide) et d’apatite nanocristalline (synthétisée avec (NH4)2HPO4 pendant 20 
minutes de maturation en solution à température ambiante et ayant subi l’étape de pré-
équilibrage), chacun sous forme de pastilles stérilisées (par plasma de peroxyde d’hydrogène, 
voir section II.3.5). Durant ce séjour, il nous a été permis de préparer la mise en culture des 
cellules ostéoclastiques qui ont été obtenues après extraction de cellules précurseurs issues de 
la moelle osseuse de souris et après multiplication/différenciation pendant 3-4 jours à 37 °C et 
sous 5 % de CO2 (le protocole expérimental de préparation des ostéoclastes est donné à 
l’annexe II.4). Après une étape de pré-immersion des échantillons dans le milieu de culture 
( MEM + sérum bovin + antibiotiques + albumine) pendant 12 heures, les pastilles ont été 
mises en contact avec les ostéoclastes (dans un milieu de culture favorable à la prolifération 
cellulaire, c'est-à-dire composé de MEM + sérum bovin + antibiotiques + albumine + RANK-L 
+ cytokines (MCS-F)), à raison de 30 000 à 50 000 cellules par échantillon, sur une période 
allant de 30 à 48 heures à la température de 37 °C sous 5 % de CO2. Le milieu de culture a 
enfin été enlevé afin d’observer la morphologie des cellules adhérentes (celles susceptibles de 
résorber le minéral) grâce à la technique de coloration TRAP (méthode de fixation et de 
coloration sélective des cellules ostéoclastiques).  
En raison de la trop forte épaisseur des pastilles (> 1 mm), cependant, il n’a pas été 
possible d’observer les cellules directement sur les échantillons par analyses microscopiques 
en transmission. Cependant, il est possible d’analyser, par la même méthode, la morphologie 
des cellules ayant adhéré au fond du puits de culture, ce qui permet de déterminer si la 
prolifération cellulaire a été possible sur le substrat ou si celui-ci présente une toxicité envers 
les cellules. Les cellules observées pour les échantillons d’hydroxyapatite stœchiométrique 
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(HAPst) et de TCP apparaissent différenciées, multinucléées et comparables à ce qui est 
obtenu généralement dans les conditions idéales de culture (Figure II.62a et b), ce qui indique 
que ces 2 échantillons ne présentent aucun effet toxique envers les ostéoclastes. En revanche, 
les cellules associées à l’échantillon d’apatite nanocristalline se semblaient pas avoir fusionné 
pour devenir des ostéoclastes matures et sont restées des cellules mononucléées (pré-
ostéoclastes) (Figure II.62c). Ce phénomène associé au faible nombre de cellules ayant adhéré 
démontre une certaine toxicité du système qui peut être liée à un pH du milieu de culture plus 
acide dans le cas des apatites nanocristallines (malgré le pré-équilibrage des composés avant 
pastillage) comparé aux systèmes à l’HAPst et au TCP.  
 
200 µm
a) b) c)
Ostéoclastes
200 µm 200 µm
 
Figure II.62: Clichés de microscopie optique obtenus après culture de cellules ostéoclastiques sur des échantillons de (a) 
TCP, (b) hydroxyapatite stœchiométrique et (c) apatite nanocristalline de référence (photographies issues du fond des 
puits de culture après coloration TRAP) 
 
Dans le but d’évaluer la résorption cellulaire sur les échantillons, des analyses par 
microscopie électronique à balayage (MEB) ont été réalisées sur les surfaces des pastilles 
après élimination des cellules (par lyse23 cellulaire à l’eau distillée). A titre comparatif, des 
pastilles ayant été en contact avec le milieu de culture cellulaire exempt de cellules ont 
également été étudiées. La Figure II.63 présente certaines des micrographies obtenues par 
MEB sur ces différents échantillons.  
 
                                                 
 
23
  Destruction de l'intégrité physique de la membrane plasmique de cellules par l'action d'un agent physique, chimique ou biologique et menant 
à la mort de la cellule 
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Figure II.63: Clichés de microscopie électronique à balayage de la surface de pastilles de a) TCP, b) HAPst et c) 
apatite nanocristalline de référence avant et après contact avec les ostéoclastes 
 
Ces données montrent que la surface de la pastille d’hydroxyapatite stœchiométrique n’a 
subi aucune modification après mise en contact avec les ostéoclastes (Figure II.63b). A 
l’inverse, les clichés MEB pris sur les échantillons de TCP après adhésion cellulaire présentent 
de nombreuses « tâches » circulaires contrastées (Figure II.63a) qui apparaissent comme des 
renfoncements à plus fort grossissement (Figure II.64).  
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~10 µm
 
Figure II.64: Cliché MEB d’un trou de résorption obtenu à la surface d’une pastille de TCP après mise en contact 
avec des ostéoclastes 
 
Ces « tâches », dont la distribution de taille est homogène (diamètre d’environ 10 µm) et 
qui n’apparaissent pas en absence de cellules, peuvent sans ambigüité être assimilées à des 
trous de résorption causés par les ostéoclastes. Enfin, les résultats obtenus à partir des 
échantillons d’apatite nanocristalline de référence révèlent des modifications entre les surfaces 
ayant et n’ayant pas été mises en contact avec les ostéoclastes. A l’instar des échantillons de 
TCP, des « tâches » sombres apparaissent sur les clichés des échantillons ayant été en 
contact avec les cellules (Figure II.63c). Cependant, bien que certaines de ces tâches aient une 
morphologie similaire à celles observées pour le TCP (circulaires avec un diamètre de 10 µm), 
la majorité présente des formes et des dimensions très variées. Au vu de ces clichés, ces 
tâches apparaissent également comme ayant un relief (négatif), il est donc probable qu’elles 
soient issues de l’action de résorption des ostéoclastes, mais la différence entre les surfaces 
des apatites nanocristallines et le TCP (composition chimique, microstructure, énergie et 
réactivité de surface,…) ainsi que les conditions défavorables à la prolifération des ostéoclastes 
(pH demeurant peut être transitoirement acide du milieu de culture) dans le cas des apatites 
nanocristallines sont peut-être à l’origine des différences observées entre les deux échantillons. 
 
Les études similaires évaluant l’activité des ostéoclastes sur de telles apatites 
nanocristallines sont très peu nombreuses dans la littérature (Detsch et al., 2010). C’est 
pourquoi les conditions expérimentales de cette étude préliminaire nécessitent d’être 
améliorées et optimisées, notamment au niveau des supports à évaluer et de la procédure de 
mise en contact avec les cellules. Les méthodes de caractérisation physico-chimique et 
biologique associées devront être également approfondies. Néanmoins, ces premiers résultats 
apparaissent comme prometteurs dans la mesure où ils confirment les données reportées sur le 
TCP et l’HAPst (résorption rapide et lente respectivement) et où les apatites nanocristallines 
apparaissent sujettes à la résorption ostéoclastique, ce qui laisse envisager la possibilité de 
produire des biocéramiques résorbables.  
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II.4.4. Évaluation des propriétés antibactériennes 
 
L’évaluation de la capacité de nos échantillons à tuer ou à limiter la croissance des 
bactéries a été réalisée en Allemagne par nos collaborateurs de l’institut Fraunhofer IGB du 
département de biotechnologie environnemental et d’ingénierie des bioprocédés (UBT : 
Umweltbiotechnologie und Bioverfahrenstechnik). Les tests réalisés dans ce cadre permettent 
la mise en évidence de la viabilité des bactéries après mise en contact avec les matériaux 
synthétisés dans ce travail. Les souches bactériennes sélectionnées dans cette étude 
correspondent à des germes d’intérêt, fréquemment rencontrés dans les infections 
nosocomiales du site opératoire osseux : 
- Staphylocoques dorés (S. aureus), bactéries à Gram positif 
- Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa), bactéries à Gram négatif 
- Staphylocoques epidermidis (S. epidermidis), bactérie à Gram positif 
- Escherichia coli (E. coli), en tant que souche de référence (Gram négatif) 
- Actinomyces denticolens (A. denticolens), bactéries à Gram positif anaérobies. 
 
Chaque inoculum bactérien est conservé dans du glycérol à la température de -80 °C. 
Puis, afin d’obtenir des suspensions bactériennes de concentration reproductible, chaque 
inoculum bactrien est centrifugé, lavé avec une solution de peptone saline exempte d’ions 
phosphate (contenant 5 g/L de NaCl et 1 g/L de peptone24 de viande) puis reconcentré pour 
produire des solutions de densité optique équivalente égale à 1 (mesurée par 
spectrophotométrie). La relation entre la densité optique (DO) et le nombre de bactéries est 
dépendante de la souche bactérienne, quelques exemples sont fournis dans le Tableau II.24. 
 
Souche bactérienne CFU* à DO = 1
E. coli 9,2.10
7
P. aeruginosa 1,12.10
8
S. aureus 5,97.10
7
* CFU = Colony Forming Units 
(correspond à l'unité de quantification des bactéries)  
Tableau II.24: Relation entre la densité optique et le nombre de bactéries pour 3 types de germes 
 
                                                 
 
24
 Source de molécules organiques azotées des milieux de culture bactérien, obtenue par 'hydrolyse enzymatique de substrats végétaux, 
animaux ou mycéliens 
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Les expériences ont été effectuées sur les échantillons d’apatites nanocristallines non 
enrichies en agents antibactériens (contrôle) ainsi que sur les composés dopés (comme nous le 
verrons dans les prochains chapitres) ayant préalablement été mis sous forme de pastilles (par 
compression uniaxiale à température ambiante à la pression de 40 ou 80 MPa). Ces 
échantillons sont ensuite mis en contact avec les micro-organismes en respectant le protocole 
expérimental suivant (Figure II.65) :  
- 1) chaque pastille est placée dans un puits d’une plaque de culture en polystyrène 
(plaque de 24 puits) puis, de manière facultative, pré-immergée dans 1 mL de DMEM 
complété (voir section II.4.2) ne contenant pas de bactérie pendant 24 heures à 37 °C 
- 2) après éventuel enlèvement du DMEM, une suspension de peptone saline exempte 
d’ions phosphate (contenant 5 g/L de NaCl et 1 g/L de peptone de viande) contenant 
les bactéries est ajoutée aux échantillons et incubée pendant 24 à 48 heures à 37 °C 
afin d’obtenir une croissance de biofilm optimale.  
- 3) A la suite de cette manipulation, la suspension de bactéries (le surnageant) est 
extraite et analysée. 
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Figure II.65: Représentation schématique du protocole de mise en contact des bactéries avec les échantillons d’apatite 
nanocristalline sous forme de pastille 
 
Pour quantifier les bactéries ayant été mises en contact avec le matériau et déterminer 
s’il possède des propriétés antibactériennes, un test sur plaque d’agar (que nous nommerons 
« test agar ») a été mis en place (Figure II.66). Le test agar consiste à ensemencer les bactéries 
présentes dans le surnageant dans une boîte de pétri recouverte d’agar25 et de nutriments puis 
de les faire croître pendant 24 à 48 heures. Si des germes viables sont présents dans le 
surnageant, des colonies se formeront alors sur l’agar, qu’il sera possible de comptabiliser 
visuellement (sous le microscope). Les résultats sont donnés en cfu (Colony Forming Units). 
                                                 
 
25
  Polymère gélatineux de galactose (polysaccharide) obtenu à partir d'algues rouges 
Chapitre II – Étude des systèmes non dopés 
 160 
 
Surnageant
Incubation
(24 à 48 h)
Comptage 
des colonies
Ensemencement 
des bactéries sur 
l’agar
Test agar
 
Figure II.66: Représentation schématique du protocole d’analyse de la propriété antibactérienne par le test agar 
 
La Figure II.67 présente les résultats obtenus pour le test agar sur une apatite 
nanocristalline sodée (ayant 1 jour de maturation), pré-équilibrée non enrichie en agent 
antibactérien. Ces données ainsi que celles issues d’autres tests sur des apatites 
nanocristallines de référence (non sodées) ne montrent aucune différence entre les contrôles 
négatifs (non antibactérien) et les échantillons évalués, et ce, avec les 4 souches bactériennes 
étudiées. Il apparaît donc que la présence de composés d’apatites nanocristallines sodées ou 
non (non dopées en agent antibactérien) dans le milieu de culture des bactéries n’ait aucune 
influence (ni positive ni négative) sur leur croissance. 
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Figure II.67: Résultats des tests antibactériens sur une apatite nanocristalline (synthétisée avec Na2HPO4 à temps de 
maturation de 1 jour à Tamb et pH7,2 et pré-équilibrée) évalués avec le test agar sur le surnageant 
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Des tests complémentaires ont été menés sur des échantillons d’apatites nanocristallines 
sodées et non dopées en agent antibactérien (ayant 1 jour de maturation et étant pré-
équilibrées) avec des conditions de stockage et de stérilisation différentes afin d’en évaluer 
l’impact sur les propriétés antibactériennes. Les échantillons ont été mis sous forme de pastille 
par compression uniaxiale à température ambiante et la pression de 80 MPa. Les conditions 
suivantes ont été évaluées : 
- un stockage des échantillons au congélateur (à la température de -20 °C), sans 
stérilisation préalable 
- un stockage des échantillons à température ambiante (environ 20  °C), sans 
stérilisation préalable 
- un stockage des échantillons à température ambiante après stérilisation par 
traitement UV (sur les 2 faces de la pastille) 
Pour chacune de ces conditions, les tests antibactériens ont été réalisés dès réception 
des échantillons par nos collaborateurs microbiologistes allemands (les échantillons sont 
conservés au congélateur avant leur envoi et sont expédiés à température ambiante), après 4 
semaines et 8 semaines de stockage (durée calculée à partir de leur réception). Le micro-
organisme employé pour ces tests est S. aureus et la quantification des bactéries a été 
effectuée par le test agar. Les résultats sont présentés dans la Figure II.68. 
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Figure II.68: Résultats des tests antibactériens sur une apatite nanocristalline (synthétisée avec Na2HPO4 à temps de 
maturation de 1 jour à Tamb et pH7,2 et pré-équilibrée) avec différentes conditions de stockage évalués avec le test 
agar sur le surnageant 
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Ces données indiquent que tous les résultats sont similaires aux contrôles et que les 
échantillons ne présentent pas d’activité antibactérienne. Elles révèlent de plus que les 
conditions de stockage (à -20 þC ou à température ambiante) n’ont aucune incidence sur les 
propriétés antibactériennes de ces composés, et ce indépendamment de la durée de stockage. 
Il apparaît également que le fait de stériliser (par un traitement UV) préalablement les pastilles 
n’influence pas les résultats. 
 
Au final, on se rend compte que les apatites nanocristallines non-dopées en agent 
antibactérien (sodées ou non) ne présentent pas de propriétés antibactériennes malgré les 
différents types bactériens (Gram+/Gram-, aérobie/anaérobie) testés. Les conditions de 
stockage et de stérilisation ne semblent pas avoir d’influence sur cette activité antibactérienne. 
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II.5. Conclusion 
 
Dans ce chapitre, la synthèse et la caractérisation physico-chimique d’apatites 
nanocristallines de référence (exemptes d’agent potentiellement antibactérien) ont été décrites. 
Les résultats soulignent notamment les différences de caractéristiques physico-chimiques entre 
de telles apatites nanocristallines « biomimétiques » et l’hydroxyapatite stœchiométrique : faible 
état de cristallinité (désordre cristallin, microcontraintes), dimensions nanométriques de 
cristaux, présence de lacunes en site calcium et hydroxyde, protonation de certains 
groupements phosphate, existence d’environnements chimiques non-apatitiques. Prenant en 
compte ces similarités par rapport au minéral osseux (décrit dans des travaux antérieurs), de 
tels composés apparaissent donc être particulièrement prometteurs pour des applications en 
sites osseux.  
Nous avons évalué dans ce travail l’impact des principaux paramètres de synthèse, à 
savoir le temps de maturation en solution, la température de maturation, le pH, ou la nature du 
sel de phosphate de départ. La Figure II.69 résume de manière schématique l’influence de ces 
différents paramètres de synthèse sur les principales caractéristiques physico-chimiques des 
apatites nanocristallines. 
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Figure II.69 : Évolution des principales caractéristiques physico-chimiques des apatites nanocristallines en fonction des paramètres de synthèse 
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En particulier, une augmentation du temps de maturation en solution ou de la 
température engendre une amélioration de « l’état de maturation » des apatites 
nanocristallines, comprenant une augmentation de leur cristallinité ainsi qu’une composition 
chimique plus proche de la stœchiométrie et des environnements non-apatitiques (en surface 
des nanocristaux) moins développés. Lorsque la synthèse est réalisée en conditions acides (pH 
= 6), la formation de brushite (CaHPO4.2H2O) est observée. Des conditions basiques (7 < pH < 
11) permettent quant à elles de conserver une phase apatitique unique mais favorise 
l’incorporation d’ions carbonate (connus pour jouer un rôle d’inhibiteur de croissance cristalline) 
et d’ions hydroxyde. La nature des contre-ions des sels utilisés lors de la synthèse influence 
également les caractéristiques du composé précipité. Ainsi, à l’inverse des ions NH4
+, les ions 
Na+ sont capables d’être incorporés au composé final ; de plus, ils apparaissent comme des 
inhibiteurs de croissance cristalline pour les apatites. Ces ions engendrent également des 
modifications au niveau de la composition chimique des apatites, en partie liées à leur caractère 
monovalent. Il s’avère donc que chacun de ces paramètres influence significativement les 
caractéristiques physico-chimiques des apatites nanocristallines de synthèse. Il apparaît donc 
essentiel de ne pas sous-estimer leur importance, notamment lors d’un possible transfert 
industriel. Cependant, une modulation des caractéristiques physico-chimiques peut également 
être réalisée volontairement, via le contrôle et l’ajustement des paramètres de synthèse. On 
peut donc imaginer ajuster les propriétés des apatites, en terme de réactivité par exemple, en 
fonction de l’application visée pour ces biocéramiques. 
L’impact de certains paramètres de post-traitement a également été évalué dans ce 
travail, en lien avec le mode de stockage, les traitements thermiques, la ré-immersion en milieu 
aqueux, la mise en forme ou encore la méthode de stérilisation. La conservation d’échantillons 
d’apatites immatures à basse température (ex : -18 °C) est notamment préconisée pour éviter 
toute altération physico-chimique. Les traitements thermiques sont également générateurs 
d’altérations physico-chimiques potentielles, notamment au niveau des environnements non-
apatitiques, et ce mêmes à température inférieure à 100 þC. Outre la température, l’humidité 
relative est également un facteur important lors de post-traitements thermiques, qui agit 
principalement au niveau des processus de déshydratation des composés. Les résultats 
obtenus lors de la ré-immersion en milieu aqueux d’apatites nanocristallines lyophilisées 
montrent une réactivation et accélération des processus de maturation de l’apatite. Malgré cela, 
des techniques de mise en forme « basse température » peuvent être employées pour mettre 
en forme de tels composés. Ainsi, la compression uniaxiale à température ambiante permet 
d’obtenir des matériaux céramiques aisément manipulables, ce qui est rendu possible 
notamment grâce aux environnements hydratés de surface des nanocristaux, leur permettant 
d’interagir entre eux de manière cohésive. L’influence de deux modes de stérilisation (par voie 
sèche ou par plasma de peroxyde d’hydrogène) a également été évaluée. Il s’avère que cette 
étape, incontournable dans le cas de matériaux implantables, doit être considérée comme un 
post-traitement à part entière et les potentiels effets sur les caractéristiques physico-chimiques 
des apatites doivent être pris en compte. Ces résultats soulignent le fait que chaque étape post-
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lyophilisation doit être prise en compte lors de la réalisation de biocéramiques à base d’apatites 
nanocristallines biomimétiques, afin d’en déterminer le potentiel impact. 
Enfin, les apatites nanocristallines biomimétiques réalisées dans ce travail ont été 
évaluées d’un point de vue biologique. Des tests d’évaluation de cytotoxicité ont montré que les 
apatites nanocristallines phospho-calciques (sodées ou non) ne présentent pas de toxicité 
détectée vis-à-vis de cellules ostéoblastiques. Des tests préliminaires de résorption 
ostéoclastique ont également été menés. Bien que des tests complémentaires soient 
nécessaires, il apparaît que l’action des ostéoclastes ne soit pas compromise par ce type de 
composés. Enfin, les tests microbiologiques que nous avons effectués indiquent que de telles 
apatites biomimétiques « non dopées » ne présentent pas de propriétés antibactériennes 
intrinsèques. 
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Dans ce chapitre et les chapitres qui suivent, pour des raisons de clarté, nous allons 
examiner un à un les différents systèmes d’apatites enrichies que nous avons sélectionnés 
dans le cadre du projet ANR BioCapabili (enrichissement en Zn2+, Cu2+, Ag+, peroxydes puis 
co-dopages). Signalons cependant que, dans la pratique, ces différents systèmes ont été 
explorés en parallèle en vue d’identifier la/les meilleurs formulations à tester en implantation in 
vivo en fin de projet ANR.  
Nous allons nous intéresser dans le chapitre présent au premier agent potentiellement 
antibactérien cationique étudié dans ce travail, à savoir l’ion zinc. Nous présenterons en 
première partie quelques données bibliographiques. Dans une deuxième partie, nous nous 
intéresserons aux synthèses et aux caractérisations physico-chimiques réalisées sur les 
composés préparés en présence de zinc. Nous exposerons enfin les tests d’évaluation 
biologique/microbiologique menés sur les échantillons d’intérêt. 
 
III.1. Données bibliographiques 
 
Le zinc est un élément chimique appartenant à la famille des métaux de transition, 
possédant un numéro atomique de 30 et situé dans la colonne IIB (groupe 12) du tableau 
périodique, entre le cuivre et le gallium à la 4ème période.  Sa masse molaire est de 
65,409 ± 0,004 g/mol (Lide, 2009) et son état d’oxydation courant est +II (Zn2+) pour lequel il 
mène à un ion de rayon ionique égal à 0,74 Å (coordination 6) (Shannon & Prewitt, 1969). Au-
delà des aspects métallurgiques bien connus de l’utilisation du zinc (galvanisation, composition 
des laitons, …), son occurrence biologique fait qu’il connait un certain nombre d’applications 
thérapeutiques, notamment pour la guérison des plaies et pour ses propriétés antibactériennes. 
Nous axerons ce rappel bibliographique sur les fonctions biologiques qu’occupe le zinc, puis 
nous traiterons des mécanismes impliqués dans la lutte contre les bactéries pour enfin 
s’intéresser aux travaux qui ont porté sur l’incorporation du zinc au sein d’apatites 
nanocristallines.  
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III.1.1. Le rôle biologique du zinc 
 
Le zinc est utilisé depuis la plus haute Antiquité par les Égyptiens sous forme d’oxyde en 
application externe dans le traitement des plaies et des brûlures, comme le mentionnent les 
papyrus Ebers datant de 1550 av. JC. Cependant, ce n’est qu’en 1877 que la présence 
naturelle du zinc dans l’organisme humain fut décrite pour la première fois par Raoult et Breton 
(Raoult & Breton, 1877). 
 
Le zinc est un élément indispensable à tous les organismes vivants, dont l’être humain et 
les bactéries, pour lesquels il occupe des fonctions biologiques souvent essentielles. Il est, 
après le fer, l’oligo-élément le plus abondant du corps humain qui en contient entre 1300 et 
2300 mg (chez l’adulte de 70 kg) (Farah, 1988). Il est réparti de manière inhomogène dans 
l’organisme : les muscles et les os en rassemblent la majeure partie (60 et 30 % du zinc total 
respectivement) (Pratx, 2005). La concentration en zinc dans le sérum sanguin est de l’ordre de     
100 ± 20 µg/100mL (soit 2.10-5 M) et est régulée par une métalloprotéine sérique26, la 
métallothionéine (ZnMT) (Sugarman, 1983). L’apport de zinc journalier nécessaire à l’Homme 
est de 10 à 15 mg, dont la source principale est animale, lequel est aisément éliminé, 
principalement par les matières fécales (à raison de 5 à 10 mg par jour).  
Dans l’organisme, Le zinc n’est jamais observé sous forme libre mais lié à des molécules 
telles que des protéines (albumine, -2-macroglobuline) ou divers acides aminés. Il est 
également le cofacteur de plus de 200 métalloenzymes et complexes métal-enzyme, avec 
lesquels il intervient dans de multiples processus du métabolisme27 comme la synthèse des 
protéines, la division cellulaire, le métabolisme des glucides, des lipides ou encore des acides 
nucléiques. A titre d’exemple, on peut citer sa présence indispensable pour le fonctionnement 
du site actif de l’anhydrase carbonique, servant à la transformation du CO2, ou bien la 
superoxyde dismutase, détruisant les ions superoxydes (O2
-) cytotoxiques.  
Le zinc est également associé à de nombreuses propriétés biologiques et thérapeutiques 
dont voici les principales caractéristiques : 
- Le zinc stimule et favorise la croissance des os et leur calcification. Il semble 
également avoir un effet inhibiteur sur la résorption osseuse malgré des mécanismes 
d’action encore méconnus (Moonga & Dempster, 1995). 
- Il améliore la vitesse de cicatrisation des plaies opératoires et traumatiques, 
notamment en favorisant la multiplication cellulaire. 
                                                 
 
26
  Protéine contenue dans le sérum 
27
  Ensemble des transformations moléculaires et énergétiques qui se déroulent dans une cellule ou dans l'organisme  
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- Il joue un rôle important au niveau des défenses immunitaires en agissant sur le 
thymus28 et en régulant ou stimulant certaines fonctions des macrophages, des 
plaquettes ou bien des lymphocytes (Lastra et al., 2001). 
- Il participe à la stabilité des membranes cellulaires dont il peut modifier la structure et 
l’activité, en particulier via des liaisons avec des groupements thiols, phosphates ou 
carboxyles.  
- C’est le seul oligo-élément, ayant été identifié actuellement, à être clairement impliqué 
dans la croissance humaine. 
 
Des carences en zinc sont associées à certaines pathologies telles que des retards de 
croissance, la maladie de Crohn, des tumeurs, du diabète ou encore des polyarthrites 
rhumatoïdes29. A l’opposé, le zinc est très peu toxique, et rares sont les cas d’intoxication (aigüe 
ou chronique) décrits. A dose très élevée, il peut cependant faire apparaître des symptômes 
neurologiques, rénaux, de fatigue, de dyspnée30 ou de perturbations de l’érythropoïèse31. En 
2001, la National Academy of Sciences (États-Unis) a établi le taux maximal tolérable de zinc, 
c'est-à-dire la quantité quotidienne la plus élevée que l’on puisse absorbée de manière continue 
sans risque probable de souffrir d’effets indésirables. Ces données sont reportées dans le 
Tableau III.25. 
 
Age
Taux maximal tolérable
(mg)
0 à 6 mois 4
7 à 12 mois 5
1 à 3 ans 7
4 à 8 ans 12
9 à 13 ans 23
14 à 18 ans 34
Plus de 19 ans 40
 
Tableau III.25 : Taux maximal tolérable de zinc absorbé en fonction de l’âge établi par la National Academy of 
Sciences (États-Unis) 
 
                                                 
 
28
  Organe servant de lieu de maturation aux lymphocytes T et jouant un rôle dans la protection contre l'auto-immunité 
29
  Maladie dégénérative inflammatoire chronique, caractérisée par une atteinte articulaire évoluant vers la déformation et la destruction 
des articulations atteintes 
30
  Trouble de la respiration accompagnant les affections respiratoires et cardiaques, se traduisant par une difficulté à respirer 
31
  Ensemble des processus de production des érythrocytes (globules rouges) dans la moelle osseuse rouge 
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Au niveau cellulaire, le zinc apparaît être un des éléments métalliques les moins 
cytotoxiques. Il a été montré que la valeur de l’IC50 (concentration d’un élément inhibant la 
moitié de la prolifération d’une population donnée de cellules) associée au zinc était égale à 
9.10-5 mol/L pour des ostéoblastes de type MC3T3-E1 et à 9,28.10-5 mol/L pour des fibroblastes 
(Yamamoto et al., 1998). C’est en particulier parce que les valeurs d’IC50 en zinc sont 
significativement plus basses sur des bactéries que sur des cellules humaines que le zinc 
connait des applications en tant qu’agent antibactérien. Nous allons détailler ces propriétés 
antibactériennes dans la section suivante. 
 
III.1.2. Le zinc en tant qu’agent antibactérien 
 
Dès 1949, l’effet antibactérien du zinc a été décrit à partir de bandes adhésives de zinc 
sur des streptocoques et des staphylocoques par Gilje (Atmaca et al., 1998). Aujourd’hui, le 
zinc est incorporé à divers produits pour la santé, comme les dentifrices, ou dans l’industrie 
alimentaire pour sa capacité à inhiber les micro-organismes (Phan et al., 2004 ; Xie et al., 
2011). Cependant, le zinc est également un élément vital pour les bactéries. D’extrêmement 
faibles quantités, généralement de l’ordre de 10-7 à 10-5 mol/L en zinc, leur sont nécessaires 
pour une croissance optimale (Sugarman, 1983). Comme pour les cellules humaines, le zinc 
est essentiel au métabolisme des acides nucléiques, à la division cellulaire, à la stabilisation 
des macromolécules, des organites32 ou bien encore des membranes bactériennes (Sugarman, 
1983 ; Weinberg, 1977). En revanche, au-delà des concentrations vitales, le zinc apparaît 
comme un élément dont les effets sur les microorganismes sont bactériostatiques et plus 
rarement bactéricides, c'est-à-dire qu’il agit en inhibant la multiplication cellulaire mais ne tue 
pas directement les bactéries, contrairement à l’argent ou au cuivre (Phan et al., 2004). Bien 
que les mécanismes précis de son activité antibactérienne ne soient pas encore clairement 
définis, le zinc semble être actif principalement sous sa forme ionique, Zn2+, et ce sur de 
nombreuses souches bactériennes telles que S. aureus ou E. coli. L’ion Zn2+ exerce une action 
directe et à plusieurs niveaux sur les microorganismes dont voici les principaux modes d’actions 
reportés dans la littérature : 
- Il empêche l’assimilation des acides nucléiques ou segmente les brins d’ADN 
empêchant ainsi la réplication bactérienne (Stanić et al., 2010 ; Zhou et al., 2007). 
- Il interfère avec la division cellulaire en se liant aux membranes cellulaires, changeant 
ainsi leur structure et leur perméabilité (Atmaca et al., 1998 ; Stanić et al., 2010). 
- Il bloque les étapes initiales de la respiration et inhibe la consommation d’O2 
(Kasahara & Anraku, 1972). 
                                                 
 
32
  Structures spécialisées contenues dans le cytoplasme et délimitées du reste de la cellule par une membrane phospholipidique 
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- Il réduit la glycolyse (mécanisme d’assimilation du glucose et de production d’énergie) 
et la production d’acides issus de la décomposition du glucose (Phan et al., 2004 ; 
Weinberg, 1977). 
- Il semble également faire décroître la fertilité des cellules mâles de souches d’E. coli33 
et bloquer leur aptitude à former des paires d’accouplement (Ou & Anderson, 1972) 
La majorité de ces processus semblent intimement liés à la grande affinité qu’a le zinc 
avec les groupements thiols (-SH) présents sur de nombreuses enzymes, inhibant ainsi leurs 
fonctions.  
 
Ce sont toutes ces raisons qui font que le zinc est souvent reporté dans la littérature en 
association avec une grande diversité de biomatériaux, tels que des ciments à base de 
polymères (Boyd et al., 2006), des zéolithes (Hotta et al., 1998) ou encore des bioverres (Du et 
al., 2006 ; Sirvastava & Pyare, 2012) pour en déterminer la potentielle activité antibactérienne 
et l’innocuité vis-à-vis des cellules humaines. C’est ainsi, par exemple, que Boyd évalua 
l’activité antibactérienne d’un ciment polyalkenoate (préparé à partir d’acide polyacrylique) 
contenant un verre silicique enrichie en zinc (sous forme de poudre) pour des applications 
orthopédiques (Boyd et al., 2006). Ses analyses révélèrent l’efficacité de ce composé à inhiber 
la croissance de souches de S. mutans et A. viscosus grâce à la libération d’ions Zn2+ dans le 
milieu de culture bactérien. De son côté, Du évalua la cytotoxicité d’un verre bioactif (phospho-
silicique) enrichi en zinc sur des ostéoblastes (Du et al., 2006). Les résultats de cette étude 
indiquèrent que les cellules avaient une bonne adhérence à la surface des matériaux et que 
celui-ci n’engendrait pas toxicité mais au contraire améliorait la prolifération des ostéoblastes. 
De nombreuses études de la littérature s’intéressent également à l’incorporation de zinc 
au sein de certains matériaux à base de phosphates de calcium, notamment apatitiques. Ces 
études font l’objet de la section suivante.  
 
III.1.3. Le zinc et les phosphates de calcium 
 
De nombreuses études portent sur l’obtention de composés à base de phosphates de 
calcium enrichis en zinc, mais étant donné les intéressantes propriétés osseuses des matériaux 
phosphocalciques, la plupart d’entres elles visent les actions bénéfiques du zinc sur la 
formation osseuse plutôt que ses effets antibactériens. Néanmoins d’importantes informations 
peuvent en être extraites.  
 
                                                 
 
33
  Certaines bactéries comme E. coli peuvent se reproduire par voie « sexuelle » (transfère d’ADN et mélange de gènes) via des 
fimbriae (voir section I.3.3.2 du chapitre I) spécifiques dits « sexuels »  
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Différentes voies de synthèse ont été étudiées pour incorporer du zinc au sein de 
composés phosphocalciques apatitiques. L’enrichissement en zinc fut envisagé de manière : 
- directe : en ajoutant une source d’ions zinc aux sources de calcium ou de phosphate 
préalablement à la synthèse réalisée par coprécipitation (Bigi et al., 1995 ; Fujii et al., 
2006 ; Miyaji et al., 2005 ; O’Sullivan et al., 2010 ; Ren et al., 2009), par voie 
hydrothermale (Li et al., 2008a) ou bien par sol-gel (Jallot et al., 2005 ; Kalita & Bhatt, 
2007) 
- indirecte : par échange ionique avec des poudres d’apatite stœchiométrique, 
nanométrique mais bien cristallisée ou bien biologique (Hayakawa et al., 2007 ; Li et 
al., 2008b ; Sheha, 2007) 
Cependant, les mécanismes d’insertion du zinc et son influence sur les caractéristiques 
physico-chimiques des apatites sont encore peu connus et parfois contradictoires. Tout d’abord, 
les limites d’incorporation du zinc dans des composés apatitiques monophasés diffèrent suivant 
les études, allant de 10 % du nombre total de cations par unité formulaire à 25 % (Bigi et al., 
1995 ; Miyaji et al., 2005 ; O’Sullivan et al., 2010 ; Ren et al., 2009), au-delà desquels des 
phases telles que la parascholzite (CaZn2(PO4)2.2H2O), l’hopéite (Zn3(PO4)2.4H2O), du ZnO ou 
bien encore la brushite, le TCP et des composés comme Na9Zn21(PO4)17 sont observées 
(Gomes et al., 2011 ; Miyaji et al., 2005 ; Qian et al., 2008). Très souvent la teneur en zinc 
initialement introduite dans la synthèse est égale à celle obtenue dans produit final, néanmoins 
la méthode et les conditions de synthèse semblent influencer la quantité maximale de zinc que 
le composé peut accommoder tout en restant monophasé (Bigi et al., 1995 ; Li et al., 2008a). 
Les paramètres de synthèse prépondérants n’ont cependant pas été déterminés à l’heure 
actuelle.  
 
Une caractéristique qui semble être récurrente pour la majorité des auteurs est la 
capacité du zinc à modifier les caractéristiques physico-chimiques et notamment à inhiber la 
croissance cristalline des apatites phosphocalciques qu’ils synthétisent. A mesure que la teneur 
en zinc incorporé dans les échantillons augmente, les données indiquent une diminution de 
l’état de cristallinité (baisse de la résolution des diagrammes DRX et spectres IR), notamment 
issue de la diminution de la taille des cristallites, et une augmentation de l’écart à la 
stœchiométrie (diminution du rapport (Ca+Zn)/P) (Bigi et al., 1995 ; Fujii et al., 2006 ; Hayakawa 
et al., 2007 ; Li et al., 2008a ; Li et al., 2008b ; Miyaji et al., 2005 ; Ren et al., 2009), malgré des 
résultats en contradiction pour certains auteurs (Costa et al., 2004 ; Miyaji et al., 2005 ; Kalita & 
Bhatt, 2007). Ces effets, également observés pour d’autres phosphates de calcium tels que la 
brushite ou l’OCP (LeGeros et al., 1999), sont reportés comme étant similaires à ceux 
engendrés par l’incorporation de magnésium mais avec une influence plus conséquente (Bigi et 
al., 1995 ; Kanzaki et al., 2000). La diminution de la résolution des diagrammes de DRX des 
apatites avec l’augmentation de la teneur en zinc conduit certains auteurs à émettre l’hypothèse 
d’une incorporation du zinc au sein de phases amorphes (Bigi et al., 1995). Cependant, bien 
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qu’à hautes concentrations, le zinc favorise effectivement la formation de phosphate de calcium 
amorphe (Bigi et al., 1995 ; LeGeros et al., 1999 ; Ren et al., 2009), plusieurs résultats 
théoriques et expérimentaux indiquent que l’ion zinc est inséré au sein de la phase apatitique, 
ce qui a notamment été mis en évidence par variation des paramètres de mailles (Gomes et al., 
2011). Mais, là encore, les avis sur la localisation et les mécanismes d’incorporation du zinc ne 
sont pas unanimes. Gomes (Gomes et al., 2011) détermina à partir d’analyses par affinement 
Rietveld sur un échantillon d’hydroxyapatite synthétisée par voie sol-gel (calcinée à 1100 °C) 
que le zinc occupe les tunnels de la maille d’apatite (voir section I.2.5.4 du chapitre I) en 
remplacement d’ions OH- en formant des groupements O-Zn-O linéaires. Dans ces conditions 
l’atome de zinc se trouve en coordinance « 2 + 6 », ayant deux distances Zn-O « courtes » et 6 
« longues ». Ce résultat est supporté par la diminution d’intensité de la bande de vibration 
Raman à 3572 cm-1 attribuée aux ions OH-, attestant d’une diminution de la teneur en ions 
hydroxyde, ainsi que l’apparition d’une bande supplémentaire à 3411 cm-1, à mesure que la 
quantité de zinc incorporé dans l’apatite augmente. L’observation de la diminution de la quantité 
d’OH- a également été reportée par d’autres auteurs à partir d’analyses infrarouge, qu’ils 
attribuèrent à des mécanismes réactionnels du type (Li et al., 2008b) :  
[ ] [ ] +−+− +→+ HMPOOMOHPO 2)( 22222  
et/ou  
[ ] [ ] +−+− +→+ HPOMOPOOMOHPO 2)(2 433223
 
ou au remplacement de certains ions OH- par des molécules d’eau (Tang et al., 2009). 
Rappelons cependant que la diminution de l'intensité des bandes OH dans l'apatite peut être 
également liée à la non-stœchiométrie de la phase apatitique comme nous l'avons vu au 
chapitre précédent. 
A l’opposé, certains auteurs soutiennent que l’ion zinc se positionne dans les sites du 
calcium au sein du réseau apatitique (Ma & Ellis, 2008 ; Matsunaga, 2008 ; Tang et al., 2009). 
Les sites calcium de type II (Figure I.8 présentée dans le chapitre I) sont énergétiquement plus 
favorables que les sites calcium de type I, à accepter la distorsion et engendrer le 
remplacement d’un atome de calcium par un atome de zinc, plus petit (r(Ca2+) = 0,99 Å et 
r(Zn2+) = 0,74 Å) (Matsunaga, 2008). En revanche, certaines données énergétiques (obtenues 
par simulation mathématique basée sur la DFT (Density Functional Theory)) montrent que la 
simple substitution d’un atome de calcium par un atome de zinc n’est pas favorable (Ma & Ellis, 
2008). Les simulations mathématiques (réalisées en prenant comme modèle une apatite 
zinguée synthétisée à pH alcalin) indiquent que la présence du zinc favoriserait la non-
stœchiométrie des apatites et que les ions Zn2+ s’insèreraient en sites cationiques (de type II) à 
proximité de lacunes (Matsunaga et al., 2010). La petite taille de l’ion zinc et la non-
stœchiométrie plus importante engendreraient une distorsion du réseau et pourraient être à 
l’origine de la baisse d’état de cristallinité observée pour des apatites dopées en zinc (Ren et 
al., 2009). 
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Tous ces résultats suggèrent que les caractéristiques physico-chimiques des  apatites, et 
en particulier la non-stœchiométrie, et les paramètres de synthèses jouent un rôle prépondérant 
dans les mécanismes d’incorporation du zinc dans la structure apatitique ainsi que sur la 
quantité maximale pouvant y être insérée. Nous allons donc nous intéresser dans la section 
suivante à la réalisation de synthèse d’apatites nanocristallines enrichies en zinc ainsi qu’à leur 
caractérisation physico-chimique. Les paramètres de synthèse seront adaptés afin de trouver 
les conditions optimales d’obtention de tels composés. Soulignons enfin que les synthèses des 
apatites nanocristallines réalisées dans le cadre de cette étude sont effectuées à basse 
température (inférieure ou égale à 50 °C) contrairement aux apatites enrichies en zinc 
généralement rencontrées dans la littérature. 
 
III.2. Synthèse et caractérisations physico-chimiques des composés 
enrichis en zinc 
III.2.1. Utilisation du protocole de référence 
III.2.1.1. Synthèse 
 
La première approche employée ici pour obtenir des apatites nanocristallines 
potentiellement enrichies en zinc a été d’utiliser le protocole de synthèse « de référence » 
détaillé dans la section II.1.1 du chapitre II, en remplaçant une partie des ions calcium par des 
ions zinc. Voici le détail de la synthèse : 
La solution « cationique » (solution A) est obtenue par dissolution de nitrate de calcium 
(Ca(NO3)2.4H2O) et de nitrate de zinc (Zn(NO3)2.6H2O) en proportions variables dans 750 mL 
d’eau désionisée afin d’atteindre une concentration en cations totaux (Ca2+ + Zn2+) toujours 
égale à 0,3 mol/L. La solution de phosphate (solution B) n’a quant à elle pas été modifiée 
(dissolution de (NH4)2HPO4 à la concentration de 0,6 mol/L en ions phosphate). Afin d’étudier la 
limite d’incorporation du zinc dans ces systèmes différentes teneurs initiales en zinc dans la 
solution A ont été étudiées ici et sont reportées dans le Tableau III.26. 
 
Référence 
de 
l'échantillon
[Ca
2+
] 
dans la solution A
(mol/L)
[Zn
2+
] 
dans la solution A
(mol/L)
% molaire de zinc
( [Zn
2+
] / ([Ca
2+
] + [Zn
2+
]) )
1j-0%Zn
(référence)
0,30 0,00 0,0%
1j-5%Zn 0,28 0,02 5,4%
1j-10%Zn 0,27 0,03 10,0%
1j-20%Zn 0,24 0,06 20,0%
1j-67%Zn 0,10 0,20 66,7%
 
Tableau III.26 : Quantités relatives et absolues en cations employées dans la synthèse d’apatites nanocristallines 
enrichies en zinc en suivant le protocole de référence, pour diverses teneurs en zinc 
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La suite du protocole de synthèse est restée identique à celui décrit dans la section II.1.1 
du chapitre II. Un schéma des étapes de la synthèse est présenté à la Figure III.70. 
 
Co-précipitation Maturation
1 jour, Tamb, pH7.2
LyophilisationFiltration
Rinçage
Sol A
Sol B
Ca2+ + Zn2+
 
Figure III.70: Représentation schématique du protocole de synthèse d’une apatite nanocristalline biomimétique 
enrichie en zinc 
 
III.2.1.2. Caractérisations physico-chimiques 
 
Une des caractéristiques visées par les synthèses réalisées dans ce travail était 
l’obtention de systèmes monophasés exclusivement composés d’apatites nanocristallines 
enrichies en zinc. Comme nous avons pu le constater dans le chapitre 2, une des propriétés 
intéressantes des apatites nanocristallines est la possibilité de contrôler et d’adapter les 
caractéristiques physico-chimiques des composés en fonction de l’utilisation recherchée. Ce 
contrôle n’est pas ou est difficilement réalisable en présence de systèmes polyphasés, c’est 
pourquoi l’obtention de composés monophasés était une des caractéristiques visées dans ce 
travail.  
 
Une analyse par diffraction des rayons X (DRX) a été effectuée sur chacun des 
échantillons synthétisés en présence de zinc, à partir du protocole « de référence ». Ces 
résultats sont présentés sur la Figure III.71. 
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Figure III.71 : Diagramme de DRX de composés synthétisés à partir du protocole de référence et enrichis avec une quantité croissante de zinc (les pourcentages indiqués 
correspondent aux rapports molaires Zn/(Ca+Zn) initiaux, c'est-à-dire tels qu’ils étaient au moment de la synthèse)
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Ces données indiquent, qu’à une valeur intermédiaire entre 5 et 10% (pourcentage 
molaire initial de cations zinc), des pics de diffraction de phases secondaires apparaissent. A 
10 %, 20 % et 67 % en zinc, le système est clairement polyphasé. 
A une teneur en zinc comprise entre 5 et 10 %, une première phase cristalline se forme 
(en plus de la phase apatitique), dont les pics de diffraction sont repérés par le symbole  dans 
la Figure III.71. Cependant, cette phase cristalline, que nous nommerons par la suite φ1, n’a pas 
été identifiée et n’est pas reportée dans la littérature à notre connaissance. Elle ne correspond 
pas aux phosphates de zinc/calcium rencontrés habituellement pour ce genre de systèmes, les 
deux principaux étant la Scholzite (CaZn2(PO4)2.2H2O, orthorhombique) et la Parascholzite 
(CaZn2(PO4)2.2H2O, monoclinique) (Sturman et al., 1981). Elle ne semble également pas 
correspondre à un phosphate de calcium ou à un phosphate de zinc (tel que l’hopéite de 
formule Zn3(PO4)2.4H2O, la spencerite de formule Zn4(PO4)2(OH)2.3H2O ou la tarbuttite de 
formule Zn2PO4OH). L’échantillon 1j-10%Zn (synthétisé avec une teneur en zinc de 10 %) 
semble donc composé de deux phases cristallines distinctes, une phase d’apatite 
nanocristalline et une phase non-identifiée. 
A une teneur en zinc comprise entre 10 et 20 %, une seconde phase cristalline se forme 
(en plus de la phase apatitique et de la phase φ1). Cette seconde phase a été identifiée comme 
un phosphate de zinc/ammonium de formule NH4ZnPO4, dont les pics de diffraction sont 
repérés par le symbole ● dans la Figure III.71. L’échantillon 1j-20%Zn (synthétisé avec une 
teneur en zinc de 20 %) apparaît donc composé de 3 phases cristallines distinctes, une phase 
d’apatite nanocristalline, une phase non-identifiée (φ1) et une phase de NH4ZnPO4. 
Enfin, à 67% en zinc, les lignes de l’apatite disparaissent, ne laissant place qu’aux raies 
fines déjà observées à 10 et 20% (la phase NH4ZnPO4 et la phase φ1). 
 
En revanche, à 5 % de zinc dans la préparation (à partir du protocole de synthèse de 
référence), les raies caractéristiques des apatites nanocristallines sont observées et aucune 
autre raie supplémentaire n’a pu être détectée par DRX. Néanmoins, les raies de diffraction 
sont plus larges et le diagramme a une moins bonne résolution dans le cas de l’échantillon 
contenant du zinc (échantillon 1j-5%Zn) comparé à celui qui n’en contient pas (échantillon 1j-
0%Zn), à paramètres de synthèse identiques. Ces résultats suggèrent qu’à 5 % de zinc les 
apatites nanocristallines synthétisées à partir du protocole de synthèse de référence restent 
monophasées mais qu’une diminution de l’état de cristallinité globale apparaît en présence de 
zinc. Cette baisse de l’état de cristallinité est probablement liée à la diminution des dimensions 
moyennes de ces cristaux et/ou à l’apparition de microcontraintes supplémentaires engendrées 
par l’incorporation du zinc dans le réseau. 
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Une analyse par microscopie électronique à balayage (MEB) a été réalisée sur les 
échantillons 1j-5%Zn, 1j-10%Zn et 1j-67%Zn (préparés initialement avec 5, 10 et 67 % de zinc) 
dans le but de potentiellement déceler d’éventuelles traces de phases secondaires dans 
l’échantillon 1j-5%Zn qui n’auraient pu être détectées par DRX. Les résultats sont présentés 
dans la Figure III.72. 
 
 
Figure III.72 : Clichés MEB de composés synthétisés à partir du protocole de référence et enrichis à a) 5% b) 10% et c) 
67% en zinc (les pourcentages indiqués correspondent aux rapports molaires Zn/(Ca+Zn) initiaux).  
Chapitre III – Enrichissement en zinc  
 180 
D’un côté, la Figure III.72a présente un seul type de particules, caractéristiques des 
apatites nanocristallines comparables à celles observées pour les échantillons non enrichis en 
zinc (voir section II.1.2.2.1 du chapitre II). De l’autre côté, la Figure III.72c révèle des particules 
sphériques micrométriques, de 20 à 50 µm de diamètre (elles-mêmes composées de particules 
sans forme particulière de dimensions inférieur à 500 nm (Figure III.72c encadré) et des 
particules sous forme de grandes plaquettes dont les dimensions sont supérieures à 100 µm. 
On observe ainsi clairement que deux populations de particules composent l’échantillon            
1j-67%Zn (synthétisé avec 67 % de zinc), comme le suggérait l’analyse DRX. Ces deux types 
de particules sont de tailles micrométriques et aisément identifiables. Or la Figure III.72b ne 
présente pas de telles particules, elle ne révèle que des particules caractéristiques des apatites 
nanocristallines. Ces résultats MEB semblent donc confirmer les résultats de DRX suggérant 
que l’échantillon 1j-5%Zn (synthétisé avec 5 % de zinc) n’est composé que d’apatite 
nanocristalline. 
 
Afin d’approfondir ces données, l’analyse chimique élémentaire de l’échantillon d’apatite 
nanocristalline synthétisée avec 5% de zinc (échantillon 1j-5%Zn) a été réalisée par 
complexométrie et spectrophotométrie (comme précédemment pour l’apatite nanocristalline de 
référence) pour déterminer le rapport molaire (Ca+Zn)/P ainsi que les proportions relatives en 
ions phosphate et hydrogénophosphate (PO4
3- et HPO4
2- respectivement). La détermination de 
la teneur relative en ions zinc dans la poudre finale a été réalisée par ICP-OES. Les résultats 
sont résumés dans le Tableau III. où le pourcentage molaire en zinc initial est la quantité 
relative de zinc utilisée initialement lors de la synthèse, et où le pourcentage final correspond à 
la teneur retrouvée dans la poudre finale. 
 
Référence 
de
l'échantillon
% mol. de zinc
initial (solution)
( [Zn
2+
]i / ([Ca
2+
]i + [Zn
2+
]i) )
% mol. de zinc
final (solide)
( [Zn
2+
]f / ([Ca
2+
]f + [Zn
2+
]f) )
% mol. de HPO4
2-
final (solide)
( [HPO4
2-
]f / ([HPO4
2-
]f + [PO4
3-
]f) )
Rapport 
molaire
(Ca + Zn) / P
1j-0%Zn 0,0% 0,0% 18 % ± 1% 1,46 ± 0,02
1j-5%Zn 5,4% 4,8 % ± 0,2 % 28 % ± 3% 1,35 ± 0,02  
Tableau III.27 : Teneurs relatives en ions Zn
2+
 et HPO4
2-
 de l’échantillon d’apatite nanocristalline synthétisé en 
présence de 5 % molaire en zinc et synthétisée à partir du protocole de référence en comparaison avec l’apatite 
nanocristalline synthétisée à partir du protocole de référence en absence de zinc 
 
Ces analyses révèlent la présence de zinc dans les apatites nanocristallines ayant été 
préparées avec 5 % molaire initial (5,4 % expérimentalement) de zinc. On peut noter que la 
teneur en zinc présente dans la poudre finale apparaît relativement similaire à celle initialement 
utilisée lors de la synthèse, 4,8 % contre 5,4 % respectivement.  
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Les analyses chimiques révèlent également une diminution du rapport « Cations/P » et 
une augmentation de la teneur relative en ions HPO4
2- avec la présence en zinc dans la 
composition. Ces résultats indiquent un écart à la stœchiométrie plus important pour les 
apatites nanocristallines contenant du zinc à conditions de synthèse égales. Ces données 
corrélées aux analyses de DRX rappellent les résultats obtenus dans le chapitre II à la 
section II.2.1 pour des apatites nanocristallines (non enrichie en zinc) synthétisées à différents 
temps de maturation en solution : plus le temps de maturation en solution était court, plus les 
diagrammes de DRX perdaient en résolution, plus le rapport Ca/P diminuait et plus la teneur 
relative d’ions HPO4
2- augmentait. La présence de zinc dans les apatites nanocristallines 
semble ainsi engendrer une diminution de « l’état de maturation global ». Certains travaux de la 
littérature menaient à considérer le zinc comme un inhibiteur de croissance cristalline pour les 
apatites (Ren et al., 2009). Il apparaît de nos données que le zinc agirait en fait comme un 
inhibiteur de maturation pour ces composés, incluant non seulement l’effet d’inhibition de 
croissance cristalline, mais impliquant également un rôle au niveau de la non-stœchiométrie du 
composé et du degré de développement des environnements non-apatitiques. 
 
Une analyse par spectroscopie infrarouge a été réalisée sur les échantillons 1j-0%Zn, 1j-
5%Zn, 1j-10%Zn, 1j-20%Zn et 1j-67%Zn dont les spectres sont présentées à la Figure III.73. 
Ces données révèlent l’apparition de bandes supplémentaires aux bandes caractéristiques des 
apatites nanocristallines pour les échantillons contenant 10 % de zinc et au-delà (échantillons 
1j-10%Zn, 1j-20%Zn et 1j-67%Zn). A l’inverse, l’échantillon 1j-5%Zn (contenant 5 % de zinc) 
fournit un spectre FTIR uniquement composé des bandes caractéristiques des apatites 
nanocristallines, comme celui de l’échantillon 1j-0%Zn (sans zinc). La résolution globale du 
spectre apparaît cependant moins bonne pour l’échantillon contenant du zinc, attestant d’un 
état de cristallinité plus faible en présence de zinc et confirmant les analyses DRX. En 
analysant plus en détail la nature des environnements chimiques attribués aux ions OH- 
(apatitiques), et plus particulièrement la bande à 631 cm-1, une diminution significative, de 
l’ordre de 98 %, de la teneur relative de ces espèces ioniques a pu être mise en évidence 
(diminution de l’aire relative des bandes déterminée par décomposition spectrale, données non 
présentées) après incorporation de 5 % molaire de zinc.  
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Figure III.73 : Spectres FTIR des composés synthétisés à partir du protocole de référence et enrichis avec une quantité croissante de zinc
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En résumé, tous les résultats obtenus sur l’apatite nanocristalline préparée à partir des 
conditions de synthèse de « référence » et dopée à 5 % en zinc indiquent ainsi que le zinc agit 
comme un agent inhibiteur de maturation pour les apatites. Le zinc semble ainsi avoir un effet 
opposé au temps de maturation en solution (voir la section II.2.1 du chapitre II), c'est-à-dire que 
les composés synthétisés en présence de teneurs en zinc croissantes (dans la limite de 
formation de la solution solide Ca-Zn-apatite) possèdent un état de cristallinité qui diminue, une 
composition chimique plus éloignée de la stœchiométrie et des environnements non-apatitiques 
plus développés. Pour approfondir cette étude, le protocole de synthèse de référence a été 
utilisé pour préparer des composés, en y modifiant à la fois la teneur relative en zinc et le temps 
de maturation en solution. 
 
III.2.2. Effets des paramètres de synthèse  
III.2.2.1 Effet du temps de maturation en solution 
III.2.2.1.1. Synthèse 
 
Pour réaliser ces synthèses, la base du protocole de référence, détaillé dans le chapitre 
II (section II.1.1), a été utilisée en y modifiant 2 paramètres : le teneur relative en zinc et le 
temps de maturation en solution.  
 
Brièvement, la solution « cationique » (solution A) est préparée en dissolvant diverses 
proportions relatives de nitrates (ou sulfate dans le cas des échantillons maturées 20 minutes 
synthétisés avec 1, 5 et 10 % de zinc34) de zinc et de calcium, en gardant une concentration 
totale en cations de 0,3 mol/L, à partir des sels Zn(NO3)2.6H2O (ou ZnSO4) et Ca(NO3)2.4H2O 
respectivement, dont le détail est reporté dans le Tableau III.28. La solution de phosphate 
(solution B) n’a pas été modifiée. La solution A est ensuite rapidement versée dans une solution 
B contenant du (NH4)2HPO4 à 0,6 mol/L sous agitation pendant 5 minutes. L’agitation est 
ensuite arrêtée et le précipité est laissé maturer pendant une durée définie (le temps de 
maturation). Pour chaque pourcentage en zinc, divers temps de maturation, reportés dans le 
Tableau III.28, ont été étudiés : 20 minutes, 3 jours ou 20 jours. La précipitation et la maturation 
en solution ont été réalisées à température ambiante et à pH = 7,2 (milieu tamponné par l’excès 
de phosphates). Enfin, la poudre finale est obtenue après une étape de filtration/lavage puis de 
lyophilisation. 
 
                                                 
 
34
  Nos études préliminaires n’ont pas permis de détecter de différences entre les produits synthétisés avec le sel de nitrate de zinc et 
de sulfate de zinc, à conditions de synthèse égales 
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Figure III.74c : Diagrammes de DRX des composés caractéristiques synthétisés avec une quantité croissante de zinc et un temps de maturation de 20 jours
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Référence
de 
l'échantillon
Temps 
de maturation 
en solution
[Ca
2+
] 
dans la solution A
(mol/L)
[Zn
2+
] 
dans la solution A
(mol/L)
% molaire initial
de zinc
( [Zn
2+
]i / ([Ca
2+
]i + [Zn
2+
]i) )
0j-0%Zn 20 minutes 0,300 0,000 0,0%
0j-1%Zn 20 minutes 0,292 0,003 1,0%
0j-5%Zn 20 minutes 0,280 0,015 5,0%
0j-10%Zn 20 minutes 0,265 0,029 10,0%
0j-67%Zn 20 minutes 0,098 0,196 66,7%
0-100%Zn 20 minutes 0,000 0,300 100,0%
3j-0%Zn 3 jours 0,300 0,000 0,0%
3j-1%Zn 3 jours 0,292 0,003 1,0%
3j-5%Zn 3 jours 0,280 0,015 5,0%
3j-10%Zn 3 jours 0,265 0,029 10,0%
3j-67%Zn 3 jours 0,098 0,196 66,7%
3j-100%Zn 3 jours 0,000 0,300 100,0%
20j-0%Zn 20 jours 0,300 0,000 0,0%
20j-1%Zn 20 jours 0,292 0,003 1,0%
20j-5%Zn 20 jours 0,280 0,015 5,0%
20j-10%Zn 20 jours 0,265 0,029 10,0%
20j-67%Zn 20 jours 0,098 0,196 66,7%
 
Tableau III.28 : Quantités (relatives et absolues) en cations et temps de maturation en solution employés dans la 
synthèse d’apatites nanocristallines enrichies à diverses teneurs en zinc et différents temps de maturation 
 
III.2.2.2.2. DRX et Identifications des phases secondaires 
 
Une caractérisation par diffraction des rayons X a été réalisée sur les échantillons 
précédemment décrits. Les diagrammes de certains échantillons caractéristiques sont 
présentés à la Figure III.74 et classés par temps de maturation en solution (Figure III.74a, b et c). 
Les résultats sur l’identification des phases cristallines sont résumés dans le Tableau III.29.  
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Figure III.74a : Diagrammes de DRX des composés caractéristiques synthétisés avec une quantité croissante de zinc et un temps de maturation de 20 minutes
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Figure III.74b : Diagrammes de DRX des composés caractéristiques synthétisés avec une quantité croissante de zinc et un temps de maturation de 3 jours
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Les résultats de DRX indiquent que les échantillons contenant 1 % de zinc (pourcentage 
initial) produisent exclusivement des diffractogrammes caractéristiques d’apatites 
nanocristallines, sans aucune raie correspondant à des phases secondaires, et ce quel que soit 
le temps de maturation en solution (20 minutes, 3 jours ou 20 jours). C’est également le cas 
pour l’échantillon synthétisé avec 5 % de zinc et maturé 20 minutes. En revanche, lorsque le 
temps de maturation en solution passe à 3 et 20 jours, les échantillons synthétisés avec 5 % en 
zinc (échantillons 3j-5%Zn et 20j-5%Zn) ne comportent pas seulement une phase d’apatite 
nanocristalline mais également une phase secondaire identifiée comme NH4ZnPO4 pour 
l’échantillon 3j-5%Zn et non-identifiée (phase φ1) pour l’échantillon 20j-5%Zn (Figure III.74b et 
c). La phase « non-identifiée » est la même que celle que nous n’avions pas réussi à identifier 
pour les échantillons synthétisés en suivant protocole de référence et dopés à 10, 20 et 67 % 
de zinc (1 jour de maturation), que nous avons nommé φ1, présentées dans la section 
précédente (section III.2.1.2). Ainsi, au-delà des aspects thermodynamiques liés à la formation 
de ces phases, il semble que des aspects cinétiques soient aussi à prendre en compte dans les 
résultats des précipitations réalisées ici.  
Lorsque la teneur relative en zinc augmente à 10 % initial pour un temps de maturation 
de 3 jours (échantillons 3j-10%Zn), les pics de diffraction de 3 phases cristallines sont 
observés : ceux d’une apatite nanocristalline, avec des pics larges et mal résolus, ceux de la 
phase de NH4ZnPO4 et ceux de la phase φ1 (ces deux dernières phases présentant des pics de 
diffraction fins). Pour l’échantillon 20j-10%Zn contenant 10 % de zinc et maturé pendant 20 
jours, le système ne comporte plus que 2 phases cristallines, l’apatite nanocristalline et la 
phase φ1. Pour les synthèses contenant 67 % de zinc (soit 2/3 de d’ions Zn
2+ pour 1/3 d’ions 
Ca2+), à la fois lorsque le temps de maturation est de 3 et 20 jours (échantillons 3j-67%Zn et 
20j-67%Zn), les pics de l’apatite nanocristalline ont disparu mais ceux de NH4ZnPO4 et de la 
phase φ1 sont présents. Enfin, pour les synthèses réalisées sans calcium avec 100 % de zinc 
(échantillons 3j-100%Zn et 20j-100%Zn), la phase cristalline obtenue est NH4ZnPO4. Tous ces 
résultats sont résumés dans le Tableau III.29.  
Concernant les échantillons dont le temps de maturation est de 20 minutes, les résultats 
de DRX indiquèrent que plus la teneur relative en zinc augmente, plus le système devient 
amorphe et qu’aucune phase cristalline n’apparaît (Figure III.74a). 
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Référence de 
l'échantillon
Teneur relative 
initiale en zinc
Temps de 
maturation
Apatite
nanocristalline
Zn(NH4)PO4
Phase 
"inconnue"
φ1
Phase
amorphe
0j-0%Zn 0% X
0j-1%Zn 1% X
0j-5%Zn 5% X
0j-10%Zn 10% X
0j-67%Zn 67% X
0j-100%Zn 100% X
3j-0%Zn 0% X
3j-1%Zn 1% X
3j-5%Zn 5% X X
3j-10%Zn 10% X X X
3j-67%Zn 67% X X
3j-100%Zn 100% X
20j-0%Zn 0% X
20j-1%Zn 1% X
20j-5%Zn 5% X X
20j-10%Zn 10% X X
20j-67%Zn 67% X X
20j-100%Zn 100% X
20 jours
Phases en présenceÉchantillons
20 minutes
3 jours
 
Tableau III.29 : Résumé de l’identification des phases cristallines des composés synthétisés à divers temps de 
maturation (20 minutes, 3 jours et 20 jours) et en présence d’une quantité croissante de zinc (les pourcentages indiqués 
correspondent aux rapports molaires Zn/(Ca+Zn) initiaux) 
 
Des analyses chimiques ont été conduites sur l’échantillon 3j-100%Zn (100 % de zinc et 
maturé pendant 3 jours) afin de vérifier la nature de la phase NH4ZnPO4. Les ions zinc et 
calcium ont été quantifiés par colorimétrie, les ions phosphate  (PO4
3- + HPO4
2-) ont été 
quantifiés par spectrophotométrie (voir chapitre II section II.1.2.3.1) et les ions NH4
+ 
par spectrophotométrie en utilisant la méthode du phénate (le protocole de dosage des ions 
NH4
+ est donné à l’annexe III.1). Ces analyses, détaillées dans le Tableau III.30. 
 
Référence
de
l'échantillon
Teneur en Zn
2+
(+Ca
2+
)
(mmol/100mg)
Teneur en NH4
+
(mmol/100mg)
Teneur en PO4
3-
 + HPO4
2-
(mmol/100mg)
3j-67%Zn 0,542 ± 0,003 0,331 ± 0,002 0,550 ± 0,003
3j-100%Zn 0,553 ± 0,003 0,336 ± 0,002 0,559 ± 0,003
Référence
de
l'échantillon
Rapport molaire 
HPO4
2-
 / (PO4
3-
 +HPO4
2-
)
(calculé)
Rapport molaire 
NH4
+
 / (Zn
2+
 (+ Ca
2+
) + NH4
+
) 
Rapport molaire 
(Zn (+ Ca) + NH4) / P
3j-67%Zn 40% 38% ± 1% 1,59 ± 0,02
3j-100%Zn 40% 38% ± 1% 1,59 ± 0,02
 
Tableau III.30 : Résultats de dosages chimiques pour les échantillons 3j-67%Zn et 3j-100%Zn (synthétisés avec 
(NH4)2HPO4 comme sel de phosphate avec un temps de maturation de 3 jours et à des teneurs en zinc de 67 et 100 % 
molaire respectivement) 
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Ils révèlent que la composition chimique de cette phase n’est pas exactement NH4ZnPO4 
mais une composition de l’ordre de (NH4)0.6Zn(PO4)0.6(HPO4)0.4 (en faisant l’approximation qu’il 
n’existe pas de lacune en sites phosphate dans ce composé et en excluant l'hypothèse d'une 
phase amorphe qui serait restée non détectée par DRX). On remarque ainsi que la phase 
NH4ZnPO4 n’est pas stœchiométrique  en raison d’un déficit de cation ammonium (NH4
+) et de 
la protonation d’une grande partie des ions phosphate. 
Les mêmes types d’analyses chimiques ont été réalisées sur l’échantillon 3j-67%Zn 
(synthétisé avec 67 % de zinc et 33 % de calcium et maturé 3 jours). Les résultats de ces 
analyses, également présentés dans le Tableau III.30,  révèlent que les proportions entre les 
ions NH4
+ et les cations métalliques totaux (Zn2+ + Ca2+) et entre les ions PO4
3- et les ions 
HPO4
2- ainsi que le rapport molaire « (cations métalliques totaux + NH4
+) / (HPO4
2- + PO4
3-) » 
sont identiques à ceux obtenus pour l’échantillon 3j-100%Zn. Or les analyses par DRX ont 
révélé que l’échantillon 3j-67%Zn est composé de deux phases cristallines distinctes : une 
phase identifiée comme étant NH4ZnPO4 et une phase cristalline φ1 non-identifiée. Les pics de 
diffraction de la phase NH4ZnPO4 obtenus pour l’échantillon 3j-67%Zn sont similaires à ceux 
rencontrés pour l’échantillon 3j-100%Zn (qui est uniquement composé de cette phase 
cristalline).  
Ainsi, on peut supposer que la phase identifiée (par DRX) comme étant NH4ZnPO4, à la 
fois présente dans l’échantillon 3j-67%Zn et 3j-100%Zn, ait la même composition chimique 
dans les deux échantillons, c'est-à-dire (NH4)0.6Zn(PO4)0.6(HPO4)0.4 (les conditions de synthèse 
étant identiques à l’exception de la présence d’ions calcium). En partant de cette supposition, 
on peut émettre l’hypothèse que la phase φ1 (présente dans l’échantillon 3j-67%Zn) a une 
composition proche de (NH4)0.6(Zn+Ca)1(PO4)0.6(HPO4)0.4, puisque les proportions entre les 
différents ions sont conservées.  
En revanche, si l’hypothèse venait à être vérifier (des analyses complémentaires seraient 
nécessaires), en comparant les phases (NH4)0.5Zn0.8(PO4)0.1(HPO4)0.9 et 
(NH4)0.5(Zn+Ca)0.8(PO4)0.1(HPO4)0.9, la présence de calcium dans la composition chimique serait 
à l’origine d’importantes modifications au niveau cristallographique (diagrammes de DRX 
différents, Figure III.74b) et morphologique (larges plaquettes microniques pour la phase φ1 et 
particules sub-microniques sans formes particulières pour la phase contenant uniquement du 
zinc (phase identifiée comme NH4ZnPO4), voir micrographies MEB à l’annexe III.2). 
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III.2.2.2.3. Caractérisations physico-chimiques des apatites nanocristallines 
monophasées dopées en zinc 
 
Dans cette section, nous allons nous intéresser plus spécifiquement aux échantillons 
synthétisés en présence de zinc qui ont fournis un diagramme DRX d’apatites nanocristallines 
monophasées, c'est-à-dire les échantillons dopés initialement à 1 % et 5 % en zinc maturés 20 
minutes et 1 % en zinc maturés 3 et 20 jours (respectivement référencés 0j-1%Zn, 0j-5%Zn,    
3j-1%Zn et 20j-1%Zn). La diffraction des rayons X nous indique que pour une teneur en zinc 
fixée, plus le temps de maturation augmente plus la résolution des diagrammes s’améliore et 
plus les pics de diffraction sont fins. Comme pour les échantillons ne contenant pas de zinc, 
lorsque le temps de maturation augmente les microcontraintes dans les cristallites diminuent 
et/ou la taille des domaines diffractants augmente. En revanche, à temps de maturation fixe, la 
comparaison avec les échantillons non dopés indique que la présence de zinc dans les 
composés d’apatites nanocristallines engendre une baisse de la résolution des diagrammes de 
DRX et un élargissement des raies diffraction, particulièrement mis en évidence au niveau des 
raies (002) et (310). Ce phénomène est observé pour tous les temps de maturation étudiés ici 
(20 minutes, 3 jours et 20 jours) et ce, même pour de faibles pourcentages en zinc (1% initial). 
Ce phénomène apparaît plus distinctement pour l’échantillon dont le temps de maturation est 
de 3 jours (échantillon 3j-1%Zn comparé à l’échantillon 3j-0%Zn). Afin d’approfondir ces 
aspects de diminution de l’état de cristallinité due à la présence de zinc au cours de la 
synthèse, un traitement de profile fitting a été réalisé sur les diagrammes de diffraction des 
composés monophasés d’apatites nanocristallines enrichis à 1 % molaire en zinc. Les 
principaux résultats issus de ce traitement sont présentés dans le Tableau III.31 en comparaison 
avec les résultats précédemment obtenus (voir chapitre II section II.2.1) pour les échantillons 
préparés dans les mêmes conditions (synthèse avec (NH4)2HPO4 comme sel de phosphate de 
départ à température ambiante et pH = 7,2) mais en absence de zinc.  
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L (002 )
(nm)
L (310 )
(nm)
L (00 l )
(nm)
L (h 00 )
(nm)
0j-0%Zn 0% 20 minutes 12,3 ± 0,2 2,1 ± 0,1 9,4 ± 0,4 1,3 ± 0,1 0,0105 ± 0,0012 530,3 ± 1,2
0j-1%Zn 1% 20 minutes 11,3 ± 0,2 2,0 ± 0,1 8,8 ± 0,3 1,4 ± 0,1 0,0112 ± 0,0009 530,2 ± 1,0
3j-0%Zn 0% 3 jours 22,0 ± 0,1 3,7 ± 0,1 16,2 ± 0,1 2,6 ± 0,1 0,0071 ± 0,0001 529,3 ± 0,8
3j-1%Zn 1% 3 jours 17,2 ± 0,2 3,1 ± 0,1 13,6 ± 0,3 2,1 ± 0,1 0,0096 ± 0,0004 528,3 ± 0,8
20j-0%Zn 0% 20 jours 23,8 ± 0,2 5,4 ± 0,1 17,6 ± 0,4 4,0 ± 0,1 0,0059 ± 0,0007 529,7 ± 0,2
20j-1%Zn 1% 20 jours 20,4 ± 0,1 5,1 ± 0,1 16,2 ± 0,2 3,9 ± 0,1 0,0089 ± 0,0002 529,8 ± 0,2
V maille 
(Å
3
)
Scherrer Hosemann & VogelRéférence
de 
l'échantillon 
Teneur relative 
en zinc
Temps de 
maturation
g(002)
  
Tableau III.31 : Résultats issus de profile fitting réalisé sur des diffactogrammes de rayons X ( Cu)  d’apatites nanocristallines synthétisées avec un temps de maturation croissant 
et dopées avec une teneur en zinc de 1 % molaire en comparaison avec des échantillons préparés dans les mêmes conditions en absence de zinc
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Les dimensions moyennes des cristallites ont été calculées avec les résultats obtenus à 
partir des profile fitting en utilisant deux modèles : celui de Scherrer ne prenant en compte dans 
l’élargissement des raies de diffraction que de la contribution de la taille des cristaux, et celui de 
Hosemann et Vogel prenant en compte à la fois la taille des cristaux et le désordre cristallin. La 
comparaison des dimensions pour les différents échantillons, qu’elles soient calculées suivant 
la formule de Scherrer ou le modèle de Hosemann et Vogel, révèle qu’avec ou sans zinc, à 
mesure que le temps de maturation augmente, la taille des cristaux augmente (Figure III.75). Ce 
phénomène, déjà détaillé dans le chapitre II (section II.2.1), est attribué au phénomène de 
croissance cristalline que subissent les cristaux d’apatite nanocristalline en solution. Entre 20 
minutes et 20 jours de maturation en solution, la longueur moyenne des cristaux a quasiment 
doublé et la dimension L(310) (Scherrer) ou L(h00) (Hosemann et Vogel) moyenne a été 
multipliée par un facteur compris entre 2,5 et 3. On peut ainsi remarquer que la présence de 
zinc n’engendre pas d’arrêt des processus de maturation en solution.  
En revanche, en comparant les échantillons contenant 1 % molaire de zinc et ceux n’en 
contenant pas, les valeurs de L(00l) et de L(hk0) indiquent que les dimensions des cristallites 
sont systématiquement plus faibles en présence de zinc pour un temps de maturation fixé. 
Cette observation est notamment illustrée par l’évolution de la longueur moyenne des cristallites 
calculée avec le modèle de Hosemann et Vogel en fonction du temps de maturation (présentée 
sur la Figure III.75). L’écart entre les dimensions de cristallites pour les échantillons dopés en 
zinc et non dopée apparaît plus faible pour les temps de maturation courts, mais il est probable 
que cette constatation soit due à la moins grande précision des analyses par profile fitting en 
raison du plus faible état de cristallinité des échantillons peu maturés. Le zinc semble donc 
jouer un rôle d’inhibiteur de croissance cristalline pour les apatites en ralentissant les processus 
de grossissement des cristaux, sans pour autant les bloquer complètement. 
Les valeurs de « ghkl » dans le cas des échantillons dopées à 1 % molaire en zinc pour la 
direction cristallographique [00l] (« g002 ») sont reportées dans le   Tableau III.31 et leur évolution 
en fonction du temps de maturation et de la teneur en zinc sur la Figure III.75. Ces valeurs 
révèlent qu’à mesure que le temps de maturation en solution augmente, et que les cristaux 
grossissent, la valeur de « g002 » diminue, signifiant une baisse du désordre cristallin et/ou des 
microcontraintes au sein du cœur apatitique des nanocristaux. Ce résultat est obtenu à la fois 
pour les échantillons non dopés que pour les échantillons contenant 1 % molaire de zinc   
(Figure III.75). En revanche, à temps de maturation en solution fixé, « g002 » est 
systématiquement plus important pour les échantillons contenant du zinc en comparaison avec 
ceux n’en contenant pas. La présence de zinc lors de la synthèse engendre ainsi une 
augmentation du désordre cristallin au sein du cœur apatitique des nanocristaux. L’effet du zinc 
sur le désordre cristallin peut être attribué à la fois à l'effet de substitution et à l'accroissement 
du nombre de défauts cristallins, notamment de lacunes cationiques, comme le suggère la 
composition des phases obtenues.  
Chapitre III – Enrichissement en zinc  
 194 
0 5 10 15 20
8
10
12
14
16
18
20
L
o
n
g
u
e
u
r 
m
o
y
e
n
n
e
 d
e
s
 c
ri
s
ta
lli
te
s
 (
n
m
) 
Temps de maturation (jours)
Non dopée en zinc
Dopée à 1 %molaire en zincl
o
0,004
0,006
0,008
0,010
0,012
0,014
P
a
ra
m
è
tr
e
 d
e
 d
is
to
rs
io
n
, 
g
0
0
2
 
Figure III.75 : Évolution de la longueur moyenne des cristallites (courbes rouges) calculée à partir de modèle de 
Hosemann et Vogel et du paramètre de distorsion dans la direction [00l] (courbes noires) d’apatites nanocristallines 
synthétisées avec un temps de maturation croissant et compris entre 20 minutes et 20 jours, en présence d’une teneur 
en zinc de 1 % molaire en comparaison avec des échantillons non dopés 
 
Ces observations sont également soutenues par l’analyse des spectres de spectroscopie 
infrarouge qui ont été réalisés sur ces échantillons (données présentées à l’annexe III.3 a, b et 
c). Ils présentent une résolution moins bonne en présence de zinc pour un temps de maturation 
donné ; particulièrement visible au niveau de la bande 1(PO4) vers 961 cm
-1. Hormis la 
résolution des spectres, aucune bande supplémentaire ou aucun déplacement de bande n’a été 
observé sur les spectres des échantillons contenant du zinc comparés à ceux n’en contenant 
pas. En revanche, la décomposition spectrale du massif de bandes situé entre 400 et 800 cm-1 
(voir chapitre II section II.1.2.4.1) a mis en évidence une augmentation de la teneur relative en 
ions hydrogénophosphate (HPO4
2-) non-apatitiques (présents au sein de la couche hydratée de 
surface) ainsi qu’une diminution de la quantité relative en ions hydroxyde (OH-) avec 
l’incorporation de zinc lors de la synthèse. En prenant l’exemple des échantillons maturés 3 
jours (3j-0%Zn et 3j-1%Zn), l’augmentation de la teneur relative en ions HPO4
2- non-apatitiques 
est de 25 % et la diminution de la teneur relative en ions OH- apatitique est de 63 %. Ces 
données concordent avec les résultats de DRX et avec l’hypothèse selon laquelle la présence 
de zinc engendrerait des composés ayant un « état de maturation » plus faible (à temps de 
maturation en solution égal), c'est-à-dire des nanocristaux d’apatite globalement plus petits en 
taille, plus désordonnés cristallographiquement, de composition chimique moins proche de la 
stœchiométrie et ayant une couche hydratée de surface plus développée. 
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Des dosages chimiques ont été réalisés sur ces échantillons d’apatite nanocristalline 
dopés en zinc. Ils révèlent, tout d’abord, que la teneur relative en zinc introduit lors de la 
synthèse est très proche de celle présente dans la poudre finale. A titre d’exemple, les résultats 
obtenus pour les échantillons 0j-1%Zn et 0j-5%Zn (maturés 20 minutes et synthétisés en 
présence de 1 et 5 % molaire de zinc respectivement) sont présentés dans le Tableau III.32. Ces 
résultats montrent également que plus la teneur relative en zinc est importante, plus le rapport 
molaire (Ca+Zn)/P global des échantillons est faible et plus la proportion d’ions phosphate 
protonnés est importante. Pour un temps de maturation donné (ici de 20 minutes), les apatites 
nanocristallines dont la teneur relative en zinc croît se comportent comme des échantillons 
ayant un temps de maturation en solution plus faible, c'est-à-dire qu’ils présentent un état de 
cristallinité plus faible (diagramme DRX moins bien résolu et pics de diffraction plus larges) et 
un écart à la stœchiométrie plus important (rapport (Ca+Zn)/P plus faible et teneur en HPO4
2- 
plus importante). De plus, il apparaît même réalisable d’obtenir des « états très immatures » en 
présence de zinc qu’il n’est pas possible d’atteindre classiquement sans zinc. Ces données 
sont révélatrices d’un effet inhibiteur de maturation joué par le zinc sur les apatites. 
 
Référence
de 
l'échantillon
% mol. de zinc
initial (solution)
( [Zn
2+
]i / ([Ca
2+
]i + [Zn
2+
]i) )
% mol. de zinc
final (solide)
( [Zn
2+
]f / ([Ca
2+
]f + [Zn
2+
]f) )
% mol. de HPO4
2-
final (solide)
( [HPO4
2-
]f / ([HPO4
2-
]f + [PO4
3-
]f) )
Rapport 
molaire
(Ca+Zn) / P 
0j-0%Zn 0,0 % 0,0 % 24 % ± 1 % 1,35 ± 0,2
0j-1%Zn 1,0 % 1,0 % ± 0,1 % 35 % ± 1 % 1,32 ± 0,2
0j-5%Zn 5,0 % 5,1 %± 0,4 % 45 % ± 1 % 1,23 ± 0,2
 
Tableau III.32 : Dosage chimique des composés d’apatites nanocristallines dont le temps de maturation est de 20 
minutes et dont la teneur initiale en zinc est croissante 
 
Des dosages chimiques ont également été effectués sur les échantillons dont le temps 
de maturation est de 3 et 20 jours et ayant été synthétisés avec 1 % molaire de zinc 
(échantillons 3j-1%Zn et 20j-1%Zn respectivement). Les résultats de ces dosages sont 
présentés dans le Tableau III.33. Ces analyses révèlent qu’à teneur en zinc constante, plus le 
temps de maturation en solution augmente, plus le rapport molaire (Ca+Zn)/P global augmente 
et plus la teneur en ions hydrogénophosphate (HPO4
2-) diminue. Ces données concordent avec 
les données obtenues pour les échantillons ne contenant pas de zinc et les données de DRX 
qui indiquent qu’à mesure que le temps maturation augmente, « l’état de maturation 
augmente », à savoir une meilleure cristallinité et un écart à la stœchiométrie plus faible. Les 
échantillons contenant du zinc se comportent donc comme les échantillons n’en contenant pas 
vis-à-vis du temps de maturation. Cependant, et ce quel que soit le temps de maturation en 
solution, les composés dopés en zinc présentent systématiquement un rapport molaire 
(cations)/P plus faible et une quantité relative en ions HPO4
2- plus importante que leurs 
équivalents non dopés préparés avec le même temps de maturation. Une nouvelle fois, ces 
observations soulignent le caractère inhibiteur de maturation du zinc sur les apatites. 
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Référence
de 
l'échantillon
% mol. de zinc
initial (solution)
( [Zn
2+
]i / ([Ca
2+
]i + [Zn
2+
]i) )
Temps 
de maturation 
en solution
% mol. de HPO4
2-
final (solide)
( [HPO4
2-
]f / ([HPO4
2-
]f + [PO4
3-
]f) )
Rapport 
molaire
(Ca+Zn) / P 
0j-1%Zn 1 % 20 minutes 35 % ± 1 % 1,32 ± 0,2
3j-1%Zn 1 % 3 jours 30 % ± 1 % 1,37 ± 0,2
20j-1%Zn 1 % 20 jours 16 % ± 1 % 1,47 ± 0,2
 
Tableau III.33 : Dosage chimique des composés d’apatites nanocristallines dont la teneur relative en zinc est de 1 % 
pour des temps de maturation croissants 
 
Il est ainsi possible de synthétiser des apatites nanocristallines enrichies avec de faibles 
teneurs en zinc (maximum 5 % molaire par rapport au nombre de cations totaux) à partir du 
protocole de synthèse « de référence ». La variation du temps de maturation en solution lors de 
la synthèse de ces composés induit les mêmes modifications physico-chimiques que pour les 
composés ne contenant pas de zinc, c'est-à-dire que plus le temps de maturation augmente, 
plus « l’état de maturation » est développé (amélioration de l’état de cristallinité et diminution de 
l’écart à la stœchiométrie). En revanche, le zinc joue un rôle d’inhibiteur de maturation pour 
l’apatite : à temps de maturation fixé, les échantillons dopés en zinc ont un « état de 
maturation » plus faible en comparaison avec des échantillons ne contenant pas de zinc. Pour 
illustrer ces résultats, il est possible de comparer les caractéristiques physico-chimiques d’une 
apatite nanocristalline non dopée maturée 1 jour en solution avec celles d’une apatite 
nanocristalline dopée à 1 % molaire en zinc et maturée 20 jours (Tableau III.34). En effet, malgré 
un temps de maturation significativement différent (1 et 20 jours), les caractéristiques physico-
chimiques de ces 2 échantillons (non dopé et dopé en zinc respectivement) sont relativement 
identiques, que ce soit du point de vue cristallographique (illustré ici par la longueur moyenne 
des cristallites), du point de vue de la teneur en ions HPO4
2- (qui peut être considérée comme 
un indicateur de maturation) ou du point de vue du développement des environnements non-
apatitiques (caractérisé par la teneur en ions HPO4
2- non-apatitiques). Ainsi la présence de zinc 
dans le milieu de synthèse engendre une diminution importante de l’état de maturation des 
apatites nanocristallines formées puisqu’il faut atteindre 20 jours de maturation en solution avec 
1 % de zinc pour obtenir des caractéristiques physico-chimiques similaires à celles d’une 
apatite nanocristalline non dopée et maturée seulement pendant 1 jour. 
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Échantillon
Référence 
non dopée
20j-1%Zn
% molaire initial
en zinc
0 1%
Temps de maturation 
en solution
1 jour 20 jours
Longueur moyenne 
des cristallites
(modèle de Scherrer)
19,4 ± 0,1 20,4 ± 0,1
Teneur en ions HPO4
2-
(% molaire d'ions phosphate)
18% ± 1% 16 % ±1%
Rapport d'aire 
de bandes FTIR pour les ions 
HPO4
2-
 non-apatitiques
0,22 ± 0,02 0,22 ± 0,01
Rapport molaire
(Ca+Zn) / P
1,46 ± 0,2 1,47 ± 0,2
 
Tableau III.34 : Principales caractéristiques physico-chimiques d’une apatite nanocristalline non dopée maturée 1 jour 
et d’une apatite nanocristalline dopée à 1 % en zinc maturée 20 jours 
 
En revanche, bien que toutes les modifications physico-chimiques observées 
précédemment semblent indiquer effectivement la présence du zinc dans les systèmes 
synthétisés, la manière dont le zinc y est incorporé et ses mécanismes d’action inhibitrice ne 
peuvent être déterminés aisément. Cependant, à ce niveau de l’étude et à partir des résultats 
présentés précédemment, plusieurs hypothèses peuvent être avancées concernant l’action du 
zinc sur l’état de cristallinité des apatites : 
- Le zinc peut jouer un effet « indirect », c'est-à-dire que sa présence, qui peut être 
limitée à la surface des nanocristaux et notamment dans la couche hydratée, pourrait 
en quelque sorte « bloquer » ou « limiter » les mécanismes classiques de croissance 
cristalline ou de maturation (que nous avons décrits dans la section II.2.1 du chapitre 
II), peut être en empêchant la réorganisation des environnements non-apatitiques (en 
environnements apatitiques) ou en empêchant l’addition d’ions supplémentaires 
nécessaires au grossissement des nanocristaux. Les cristaux présenteraient alors un 
« état de maturation » moindre en comparaison avec les composés préparés sans 
zinc avec un temps de maturation identique, d’où une baisse de l’état de cristallinité 
globale des systèmes.  
- Et/ou le zinc peut jouer une action « directe » sur l’état de cristallinité, et plus 
particulièrement le désordre cristallin et les microcontraintes, en perturbant la 
structure cristalline, ici le cœur apatitique, dans le cas où il y serait incorporé. La 
position de l’ion Zn2+ dans le réseau apatitique ou sa plus faible taille par rapport à 
l’ion calcium, de rayon 0,74 Å et 0,99 Å respectivement, peuvent en effet être des 
sources de contraintes et de désorganisation du réseau cristallin. 
Chapitre III – Enrichissement en zinc  
 198 
Il apparaît difficile à partir des techniques de caractérisation des matériaux à notre 
disposition d’évaluer si l’ion zinc est présent dans le cœur apatitique des nanocristaux 
d’apatites nanocristallines ou s’il est plutôt ségrégé dans la couche hydratée de surface. Les 
dimensions nanométriques des cristaux ainsi que leur forme en plaquette très mince, rend 
délicate l’interprétation d’analyses dites « de surface » telle que l’XPS dans la mesure où la 
profondeur d’analyse est de l’ordre de grandeur des dimensions des nanocristaux (quelques 
nanomètres). Ces techniques ne permettent donc pas dans le cas de cristaux très petits de 
discriminer facilement la couche hydratée de surface du cœur apatitique. De plus, l’ion zinc 
étant plus petit que l’ion calcium, l’on pourrait s’attendre à des modifications cristallographiques 
au niveau des paramètres de maille et plus particulièrement au niveau du volume de la maille 
cristalline, or le volume de la maille déterminé par profile fitting, qui est reporté dans le Tableau 
III.31, ne semble pas avoir varié significativement avec la présence de zinc (le volume de maille 
reste de l’ordre de 530 Å3). Il faut cependant noter que les quantités qu’il nous a été possible 
d’incorporer dans cette étude (1 % molaire par rapport au nombre de cations totaux) sont 
potentiellement trop faibles pour qu’une évolution significative puisse être observée sur les 
paramètres de maille du réseau apatitique. C’est pourquoi dans la suite de ce travail, nous 
avons évalué l’influence de la modification de divers paramètres de synthèse sur la quantité 
maximale de zinc qu’il est possible d’incorporer aux apatites nanocristallines afin d’obtenir des 
composés dont la teneur puisse être suffisante pour espérer observer des modifications 
physicochimiques notables et élucider en partie les mécanismes d’incorporation du zinc.  
 
III.2.2.2. Effet de la température et du pH 
 
Nous venons de voir que le temps de maturation en solution avait une influence 
significative sur la quantité maximale de zinc incorporée aux échantillons monophasés d’apatite 
nanocristalline. Afin d’évaluer l’impact des autres paramètres de synthèse, tels que le pH ou la 
température de synthèse, une étude préliminaire a été réalisée en synthétisant des échantillons 
enrichis en zinc soit à pH légèrement acide (pH = 6,5), soit à pH légèrement basique (pH = 8,5), 
soit à la température de 50 °C. 
 
III.2.2.2.1. Synthèse  
 
Pour cette étude préliminaire, la teneur relative en zinc choisie est de 5 % (pourcentage 
molaire initial dans la solution « cationique ») et le temps de maturation en solution est fixé à 3 
jours. Les résultats développés dans la section précédente ont montré que ces paramètres 
conduisaient à la formation d’un système biphasé, alors qu’avec 5 % en zinc l’obtention d’une 
apatite nanocristalline monophasée est possible avec des temps de maturation plus faible que 
3 jours. Ainsi, l’influence du pH ou de la température de synthèse sur l’obtention d’un système 
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monophasé d’apatite nanocristalline contenant 5 % de zinc et avec un temps de maturation de 
3 jours a été évaluée à partir de trois synthèses distinctes dont voici une brève description. 
 
Le protocole de synthèse « de référence », détaillé dans le chapitre II (section II.1.1), a 
été utilisé comme base pour ces synthèses, seuls les paramètres de synthèse listés dans le 
Tableau III.35 ont été modifiés. 
 
Référence 
de 
l'échantillon
Température 
de 
maturation
pH de 
maturation
[Ca
2+
] 
dans la solution A
(mol/L)
[Zn
2+
] 
dans la solution A
(mol/L)
% molaire initial 
de zinc
( [Zn
2+
]i / ([Ca
2+
]i + [Zn
2+
]i) )
Temps de 
maturation
3j-5%Zn-pH6,5 NM* 6,5 0,280 0,015 5,0% 3 jours
3j-5%Zn-pH8,5 NM* 8,5 0,280 0,015 5,0% 3 jours
3j-5%Zn-T50 50 °C NM* 0,280 0,015 5,0% 3 jours
* NM : Non Modifié par rapport au protocole "de référence"  
Tableau III.35 : Valeurs de température, pH, temps de maturation et teneurs (relatives et absolues) en zinc  employés 
pour la synthèse des échantillons en présence de zinc dont la température ou le pH de maturation ont été modifiés 
 
La solution « cationique » (solution A) est préparée en dissolvant les quantités 
nécessaires en nitrates de zinc et de calcium (Zn(NO3)2.6H2O et Ca(NO3)2.4H2O 
respectivement), pour obtenir une teneur relative de 5 % molaire en zinc et en gardant une 
concentration totale en cation de 0,3 mol/L (Tableau III.35). La solution de phosphate est 
préparée quant à elle en dissolvant (NH4)2HPO4 afin d’atteindre la concentration de 0,6 mol/L 
en ions phosphate. Pour l’échantillon référencé 3j-5%Zn-T50, les solutions A et B sont 
préalablement portées à 50 °C.  
La solution A est ensuite rapidement versée dans une solution B sous agitation. Le pH 
du milieu de précipitation est alors mesuré puis ajusté à une valeur de 6,5 par ajout d’une 
solution de HNO3 à 1 mol/L pour l’échantillon 3j-5%Zn-pH6,5 ou à une valeur de 8,5 par ajout 
d’une solution de NH4OH à 1 mol/L pour l’échantillon 3j-5%Zn-pH8,5. Le pH du milieu de 
précipitation pour l’échantillon 3j-5%Zn-T50 n’a pas été modifié.  
L’agitation est ensuite arrêtée et le précipité est laissé maturer pendant 3 jours à 
température ambiante pour les échantillons référencés 3j-5%Zn-pH6,5 et 3j-5%Zn-pH8,5 ou à 
50 þC pour l’échantillon 3j-5%Zn-T50. Pour ce dernier, la maturation est réalisée dans un 
bécher à double parois, bouché non-hermétiquement, dans lequel circule de l’eau issue d’un 
bain thermostaté porté à 50 °C.  
Enfin, après les 3 jours de maturation, les 3 milieux de précipitation ont été filtrés sur un 
montage Büchner et le précipité a été lavé à l’eau désionisée avant d’être lyophilisé pendant 3 
jours. 
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III.2.2.2.2. Caractérisations physico-chimiques 
 
La diffraction des rayons X a été effectuée sur ces 3 échantillons afin de déterminer si les 
modifications de température ou de pH de maturation réalisées ici, permettaient d’éliminer ou 
non les phases secondaires. Les diagrammes de DRX obtenus sur les échantillons 3j-5%Zn-
T50, 3j-5%Zn-pH6,5 et 3j-5%Zn-pH8,5 (synthétisée à 50 °C, pH = 6,5 ou pH = 8,5 
respectivement, en conservant 3 jours de maturation en solution et une teneur relative en zinc 
de 5 %) sont présentés à la Figure III.76. Pour les 3 échantillons, les pics larges caractéristiques 
de l’apatite nanocristalline sont présents.  
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Figure III.76 : Diagrammes de DRX des composés synthétisés avec 5 % en zinc pendant 3 jours de maturation en 
solution et en modifiant soit le pH de maturation (6,5 pour l’échantillon 3j-5%Zn-pH6,5 ou 8,5 pour l’échantillon 3j-
5%Zn-pH8,5) soit la température à 50 °C (échantillon 3j-5%Zn-T50).  
 
En revanche, pour les échantillons dont le pH a été modifié, des pics fins 
supplémentaires sont également observés. Pour le produit synthétisé à pH = 8,5 (échantillon  
3j-5%Zn-pH8,5), ces pics de diffraction, de faible intensité, correspondent à la phase 
« inconnue », notée φ1, évoquée dans les précédentes sections. Pour l’échantillon                  
3j-5%Zn-pH6,5, préparé à pH = 6,5, certains des pics additionnels semblent correspondre à la 
phase NH4ZnPO4 (aux positions 2  48,7  ; 54,6 ° et 60,3 °) mais aucun des autres pics 
supplémentaires ne trouve de correspondance avec les phases cristallines déjà rencontrées. 
Ces pics de diffraction, repérés par le symbole ý sur la Figure III.76, ne semblent pas être 
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attribuables aux phases cristallines communément observées pour ces systèmes, c'est-à-dire 
qu’ils ne correspondent ni aux phosphates de zinc (hopéite), ni aux phosphates de zinc/calcium 
(scholzite ou parascholzite) ni aux phosphates de calcium (brushite, OCP, TCP). N’ayant pu 
être isolée, il ne nous a pas été possible d’identifier cette seconde phase cristalline 
« inconnue », que nous nommerons φ2. 
Concernant l’échantillon maturé 3 jours à une température de 50 þC (de référence 3j-
5%Zn-T50), le diffractogramme, présenté à la Figure III.76, ne montre que les pics de diffraction 
de l’apatite nanocristalline sans la présence de phase secondaire détectable par cette 
technique. Par ailleurs, il témoigne d’une résolution significativement par rapport à l’ensemble 
des diagrammes obtenus dans ce travail accrue pour des apatites zinguées préparées à 
température ambiante, ce qui est particulièrement visible au niveau du massif de pics compris 
entre 35 ° et 65 °.  
 
La spectroscopie infrarouge pratiquée sur ces échantillons, dont les résultats sont 
présentés à la Figure III.77, révèle les bandes caractéristiques des apatites nanocristallines sur 
les 3 échantillons. Cependant, pour l’échantillon 3j-5%Zn-pH8,5 (synthétisé à pH = 8,5), la 
présence de la phase étrangère φ1 est attestée par l’apparition des seules bandes 
caractéristiques des groupements ammonium (NH4
+) entre 1400 et 1500 cm-1. Sur le spectre de 
l’échantillon 3j-5%Zn-pH6,5 (synthétisé à pH = 6,5), ces bandes caractéristiques de l’ion 
ammonium ne sont pas visibles, il est donc peu probable que la phase NH4ZnPO4 soit présente 
dans cet échantillon comme l’ont suggéré les résultats de DRX. Il est ainsi plausible que tous 
les pics de diffraction additionnels aux pics de l’apatite nanocristalline observés à la Figure III.76 
soient associés à la phase φ2. 
Concernant le composé préparé à 50 °C (échantillon 3j-5%Zn-T50), la spectroscopie 
infrarouge n’a révélé la présence que des bandes caractéristiques des apatites nanocristallines 
sans modifications particulières observables, notamment en termes de déplacement des 
bandes. La décomposition spectrale de ces données dans le domaine 400-800 cm-1 indique 
une teneur relative en ions OH- apatitiques supérieure et en ions HPO4
2- non-apatitiques 
inférieures à celles observées pour une apatite nanocristalline ne contenant pas de zinc et 
synthétisé à température ambiante. Le dosage chimique indique également un rapport molaire 
(Ca+Zn)/P égal à 1,53 et une teneur en espèces ioniques HPO4
2- globale faible, représentant 
8 % ± 1% des espèces phosphatées. Ceci atteste d’une composition plus proche de la 
stœchiométrie de l’hydroxyapatite en comparaison avec l’échantillon ne contenant pas de zinc 
et synthétisé à température ambiante (dont le rapport Ca/P était de 1,47 ± 0,02 et la teneur 
relative en HPO4
2- de 15 % ± 1%). Ces résultats associés aux observations de DRX viennent 
confirmer que l’augmentation de la température de maturation joue un rôle prépondérant sur les 
caractéristiques physico-chimiques des apatites nanocristallines en comparaison avec l’effet 
inhibiteur propre du zinc. Elle influence plus particulièrement l’état « de maturation » global de 
ces composés, c'est-à-dire l’état de cristallinité associé à l’écart à la stœchiométrie et l’étendue 
de la couche hydratée de surface.  
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Figure III.77 : Spectres FTIR des composés synthétisés avec 5 % en zinc pendant 3 jours de maturation en solution et 
en modifiant soit le pH (6,5 pour l’échantillon 3j-5%Zn-pH6,5 ou 8,5 pour l’échantillon 3j-5%Zn-pH8,5) soit à 50 °C 
(échantillon 3j-5%Zn-T50) 
 
Nous venons de voir que la variation du pH de synthèse, de plus ou moins une unité pH, 
dans le protocole d’élaboration d’apatites nanocristallines autour du pH classiquement atteint 
(pH = 7,2) ne permettait pas d’incorporer des teneurs en zinc plus importantes qu’à pH = 7,2 
sans risquer d’obtenir des systèmes polyphasés.  
A l’inverse, l’augmentation de la température de synthèse semble favoriser la formation 
d’apatite nanocristalline dopée en zinc tout en gardant un système monophasé. En revanche, 
nous avons pu constater, dans le chapitre II (section II.2.2) et dans cette section, que la 
température était un paramètre de synthèse fortement influant sur les caractéristiques physico-
chimiques des apatites nanocristallines. Ainsi, l’augmentation de la température de maturation 
conduit irrémédiablement à des composés dont « l’état de maturation » est amélioré, c'est-à-
dire ayant un meilleur état de cristallinité et se rapprochant (sans toutefois l’atteindre) de la 
stœchiométrie de l’hydroxyapatite. Or, l’on sait qu’un faible état de maturation est généralement 
associé à une plus grande réactivité de surface, une des principales caractéristiques 
recherchées avec les apatites nanocristallines. La voie de la variation de la température de 
maturation pour l’obtention d’apatites nanocristallines dopées en zinc n’apparaît donc pas 
comme une voie à privilégier, d’autant qu’elle est souvent contraignante à mettre en place en 
comparaison à une précipitation « classique » à température ambiante.  
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Compte-tenu de ces constatations, nous avons alors évalué l’impact de l’utilisation d’un 
sel de phosphate différent de celui classiquement utilisé, (NH4)2HPO4, sur l’obtention d’apatites 
nanocristallines enrichies avec de plus forts taux de zinc. 
 
III.2.2.3. Effet de la nature des contre-ions 
 
Nous avons déterminé à partir des résultats précédemment décrits que les principales 
phases cristallographiques secondaires obtenues lors de la synthèse d’apatites nanocristallines 
contenant des taux de zinc élevés, présentaient dans leurs formules chimiques des ions 
ammonium NH4
+. Cet ion est issu de l’utilisation comme sel de phosphate de départ de 
l’hydrogénophosphate d’ammonium ((NH4)2HPO4). Ainsi, pour tenter d’obtenir de plus forts taux 
de zinc incorporés à nos composés d’apatites nanocristallines, une solution peut être 
d’employer un sel d’hydrogénophosphate ne contenant pas d’ammonium. Nous avons donc 
choisi pour cette étude d’utiliser l’hydrogénophosphate de sodium, Na2HPO4 à la place du 
(NH4)2HPO4 dans le protocole de synthèse. Malgré le fait que des ions sodium soient 
susceptibles d’être également incorporés à la structure des apatites, comme nous l’avons vu au 
chapitre II (section II.2.4), sa présence ne semble pas à première vue être un problème pour les 
différents tests biologiques et microbiologiques puisque il s’agit d’un élément non toxique et très 
largement présent dans l’organisme. 
 
III.2.2.3.1. Synthèse 
 
Pour étudier l’impact de l’utilisation du Na2HPO4 comme sel de phosphate en 
remplacement du (NH4)2HPO4 sur l’obtention d’apatites nanocristallines potentiellement 
enrichies en zinc, diverses synthèses ont été réalisées en modulant la concentration en zinc 
initialement présente dans le milieu et le temps de maturation en solution. Le protocole de 
synthèse suivi ici est basé sur celui décrit dans le chapitre II (section II.2.4), dont voici un bref 
descriptif : 
Une solution « cationique » (solution A) est obtenue par dissolution de nitrate de calcium 
(Ca(NO3)2.4H2O) et de nitrate de zinc (Zn(NO3)2.6H2O) en proportions variables, tout en 
conservant une concentration totale en Ca2+ + Zn2+ de 0,3 mol/L. Afin d’étudier la limite 
d’incorporation du zinc dans ces systèmes, différentes teneurs initiales en zinc dans la solution 
A ont été étudiées et sont reportées dans le Tableau III.36. Parallèlement, une solution B d’ions 
phosphate est préparée en dissolvant une quantité de Na2HPO4 afin d’atteindre la concentration 
de 0,6 mol/L en espèces phosphatées. La solution A est rapidement versée dans une solution B 
et le mélange est mis sous agitation pendant 5 minutes. Le précipité est ensuite laissé 
maturer à température ambiante pendant une période définie. Les différents temps de 
maturation en solution étudiés ici sont reportés dans le Tableau III.36. Passé ce temps de 
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maturation, la solution est filtrée sur un Büchner puis lavée à l’eau désionisée, et l’échantillon 
est lyophilisé pendant 3 jours. 
 
Référence
de
l'échantillon
Temps de 
maturation 
en solution
[Ca
2+
] 
dans la solution A
(mol/L)
[Zn
2+
] 
dans la solution A
(mol/L)
% molaire initial 
de zinc
( [Zn
2+
]i / ([Ca
2+
]i + [Zn
2+
]i) )
0j-5%Zn-Na 20 minutes 0,280 0,015 5,0%
1j-1%Zn-Na 1 jour 0,292 0,003 1,0%
1j-5%Zn-Na 1 jour 0,280 0,015 5,0%
1j-10%Zn-Na 1 jour 0,265 0,029 10,0%
1j-15%Zn-Na 1 jour 0,251 0,044 15,0%
1j-20%Zn-Na 1 jour 0,236 0,059 20,0%
3j-1%Zn-Na 3 jours 0,292 0,003 1,0%
3j-5%Zn-Na 3 jours 0,280 0,015 5,0%
3j-10%Zn-Na 3 jours 0,265 0,029 10,0%
3j-13%Zn-Na 3 jours 0,251 0,036 12,6%
3j-17%Zn-Na 3 jours 0,236 0,048 16,9%
3j-25%Zn-Na 3 jours 0,221 0,074 25,0%
3j-50%Zn-Na 3 jours 0,147 0,147 50,0%
3j-67%Zn-Na 3 jours 0,098 0,197 66,7%
3j-100%Zn-Na 3 jours 0,000 0,238 100,0%
6j-5%Zn-Na 6 jours 0,280 0,015 5,0%
20j-1%Zn-Na 20 jours 0,292 0,003 1,0%
20j-5%Zn-Na 20 jours 0,280 0,015 5,0%
20j-10%Zn-Na 20 jours 0,265 0,029 10,0%
20j-17%Zn-Na 20 jours 0,236 0,048 16,9%
 
Tableau III.36 : Quantités (relatives et absolues) en cations et temps de maturation employés dans la synthèse 
d’apatites nanocristallines enrichies en zinc en utilisant Na2HPO4 à la place de (NH4)2HPO4 
 
III.2.2.3.2. Caractérisations physico-chimiques 
 
Des analyses par diffraction des rayons X ont été réalisées sur les échantillons 
précédemment préparés dont la teneur relative en zinc était comprise entre 0,5 et 20 % molaire. 
Les résultats de ces analyses sont présentés dans les Figure III.78a, b et c. 
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Figure III.78a : Diagrammes DRX des composés synthétisés en utilisant Na2HPO4 comme sel de phosphate de départ, avec une quantité croissante de zinc comprise entre 1 et 20 
% molaire et ayant pour temps de maturation 1 jour
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Figure III.78b : Diagrammes DRX des composés synthétisés en utilisant Na2HPO4 comme sel de phosphate de départ, avec une quantité croissante de zinc comprise entre 1 et 100 
% molaire et ayant pour temps de maturation 3 jours
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Figure III.78c : Diagrammes DRX des composés synthétisés en utilisant Na2HPO4 comme sel de phosphate de départ, avec une quantité croissante de zinc comprise entre 1 et 17 
% molaire et ayant pour temps de maturation 20 jours
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Ces diagrammes de diffraction de rayons X montrent que pour les compositions 
contenant jusqu'à 17 % molaire de zinc initial, seules les raies caractéristiques des apatites 
nanocristallines sont observées, que le temps de maturation en solution soit de 1, 3 ou 20 jours 
(Figure III.78a, b et c). Ainsi pour des teneurs en zinc initiales inférieures ou égales à 17 % 
molaire, il n’y a pas de phases secondaires détectées. Il semble donc qu’en utilisant Na2HPO4 
comme sel de phosphate de départ, la limite d’incorporation du zinc dans l’apatite (au-delà de 
laquelle le système devient polyphasé) soit obtenue pour des pourcentages molaires initiaux en 
zinc compris entre 15 et 20 %, au lieu de 5 % en utilisant (NH4)2HPO4. De plus le temps de 
maturation ne semble pas avoir d’influence sur cette limite.  
Au-delà de 17 % molaire en zinc, de nouveaux pics de diffraction larges apparaissent 
(repérés par le symbole # sur les Figure III.78a et b). Ces raies sont visibles pour les 
échantillons 1j-20%Zn-Na, 3j-25%Zn-Na, 3j-50%Zn-Na et 3j-67%Zn-Na, c’est-à-dire pour des 
pourcentages initiaux en zinc dans le milieu allant jusqu’à 67 % molaire. Compte-tenu de son 
faible état de cristallinité, cette phase secondaire n’a pas pu être identifiée et sera dénommée 
φ3. A 20, 25 et 50 % en zinc (échantillons 1j-20%Zn-Na, 3j-25%Zn-Na, 3j-50%Zn-Na), les raies 
de diffraction de la phase apatitique sont toujours présentes mais disparaissent lorsque la 
teneur initiale en zinc passe à 67 % molaire.  
A 67 % molaire en zinc (échantillon 3j-67%Zn-Na), les lignes de diffraction fines, 
repérées par le symbole O sur la Figure III.78b, attribuables au composé NaZnPO4.H2O (de 
structure hexagonale), apparaissent et sont majoritairement présentes, aux côtés des raies 
larges mais faiblement intenses de la phase φ3.  
Enfin, lorsque la teneur relative en zinc atteint 100 % molaire (c'est-à-dire en absence 
d’ions calcium dans le milieu), la phase NaZnPO4.H2O devient alors l’unique phase détectée 
par diffraction des rayons X.  
 
Une analyse par microscopie électronique à balayage (MEB) a été réalisée sur les 
échantillons 3j-50%Zn-Na, 3j-67%Zn-Na et 3j-100%Zn-Na afin de potentiellement en apprendre 
davantage sur la phase cristalline non identifiée φ3. Les micrographies obtenues, présentées à 
la Figure III.79, révèlent que la phase φ3, majoritaire pour l’échantillon 3j-50%Zn-Na représentée 
sur la Figure III.79a, se présente sous forme de d’agrégats issus de l’association de sphères, 
plus ou moins régulières, d’un diamètre compris entre 1 et 2 µm. La phase NaZnPO4.H2O, 
unique phase de l’échantillon 3j-100%Zn-Na représentée sur la Figure III.79c, se compose 
quant à elle de particules en forme de bipyramides35 régulières dont les dimensions sont 
comprises entre 3 et 10 µm et qui sont parfois assemblées entres elles. Les micrographies de 
l’échantillon 3j-67%Zn-Na (Figure III.79b) révèlent deux populations de particules, une assimilée 
à la phase NaZnPO4.H2O (Figure III.79b de gauche) et une assimilée à la phase φ3           
                                                 
 
35
  Polyèdre obtenu en accolant deux pyramides ayant des bases isométriques 
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(Figure III.79b de droite). Ces résultats sont cohérents avec les résultats de DRX qui révélaient 
la présence de ces deux phases dans l’échantillon 3j-67%Zn-Na (Figure III.78b).  
 
  
Figure III.79 : Clichés MEB de composés synthétisés en utilisant du Na2HPO4 comme sel de phosphate de départ, 
maturés pendant 3 jours et en présence de a) 50 % et b) 66,7 % et c) 100 % de zinc (les pourcentages indiqués 
correspondent aux rapports molaires Zn/(Ca+Zn) initiaux, c'est-à-dire tels qu’ils étaient au moment de la synthèse) 
 
Intéressons-nous à présent plus particulièrement aux échantillons dont les diagrammes 
DRX ne présentaient que les raies de diffraction d’une apatite, c'est-à-dire ceux pour lesquels la 
teneur relative en zinc n’excède pas 17 % molaire lors de la synthèse. Les données de DRX 
pour ces échantillons (Figure III.78a, b et c) révèlent qu’à mesure de l’augmentation de la teneur 
relative en zinc dans le milieu, une diminution de la résolution des diffractogrammes est 
observée. De manière similaire à ce qui avait été relevé pour les échantillons synthétisés avec 
(NH4)2HPO4, l’ajout de zinc à la solution « cationique » semble ainsi générer une diminution de 
l’état de cristallinité des échantillons.  
 
Afin d’approfondir ces observations, une analyse par profile fitting a été réalisée sur les 
diffractogrammes de ces échantillons synthétisés en utilisant Na2HPO4 et en présence de zinc. 
Le Tableau III.37 résume les informations extraites de ces analyses.  
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L (002 )
(nm)
L (310 )
(nm)
L (00 l )
(nm)
L (h 00 )
(nm)
Référence
non dopée
0% 1 jour 20,4 ± 0,2 3,4 ± 0,1 15,1 ± 0,2 2,3 ± 0,1 0,0066 ± 0,0002 530,9 ± 0,5
1j-1%Zn-Na 1% 1 jour 16,9 ± 0,1 2,4 ± 0,1 13,2 ± 0,1 1,6 ± 0,1 0,0095 ± 0,0001 530,2 ± 0,5
1j-5%Zn-Na 5% 1 jour 13,2 ± 0,1 2,1 ± 0,1 10,5 ± 0,1 1,3 ± 0,1 0,0113 ± 0,0003 527,8 ± 0,8
1j-10%Zn-Na 10% 1 jour 11,5 ± 0,1 1,9 ± 0,1 9,8 ± 0,1 1,3 ± 0,1 0,0118 ± 0,0002 526,4 ± 0,8
1j-15%Zn-Na 15% 1 jour 10,4 ± 0,2 1,9 ± 0,1 8,0 ± 0,2 1,1 ± 0,1 0,0108 ± 0,0006 527,3 ± 1,3
Référence
non dopée
0% 3 jours 21,2 ± 0,1 3,1 ± 0,1 17,0 ± 0,4 2,3 ± 0,1 0,0091 ± 0,0006 531,1 ± 0,6
3j-1%Zn-Na 1% 3 jours 21,0 ± 0,1 3,4 ± 0,1 16,6 ± 0,2 2,4 ± 0,1 0,0088 ± 0,0002 530,0 ± 0,9
3j-5%Zn-Na 5% 3 jours 13,9 ± 0,1 2,3 ± 0,1 11,9 ± 0,1 1,4 ± 0,1 0,0135 ± 0,0002 528,2 ± 1,2
3j-10%Zn-Na 10% 3 jours 12,1 ± 0,2 2,3 ± 0,2 9,8 ± 0,3 1,3 ± 0,1 0,0126 ± 0,0005 526,1 ± 1,7
3j-13%Zn-Na 13% 3 jours 11,3 ± 0,1 2,1 ± 0,1 8,9 ± 0,3 1,2 ± 0,1 0,0114 ± 0,0010 526,6 ± 1,3
Référence
non dopée
0% 20 jours 24,6 ± 0,2 4,1 ± 0,1 20,6 ± 0,3 2,9 ± 0,1 0,0095 ± 0,0001 530,1 ± 0,5
20j-1%Zn-Na 1% 20 jours 16,9 ± 1,2 3,3 ± 0,2 12,3 ± 1,2 2,3 ± 0,2 0,0059 ± 0,0021 525,2 ± 1,6
20j-5%Zn-Na 5% 20 jours 16,4 ± 0,2 2,6 ± 0,1 12,9 ± 0,4 1,9 ± 0,1 0,0096 ± 0,0005 529,1 ± 0,6
20j-10%Zn-Na 10% 20 jours 14,0 ± 0,1 2,1 ± 0,1 11,6 ± 0,1 1,5 ± 0,1 0,0124 ± 0,0003 528,0 ± 1,2
20j-17%Zn-Na 17% 20 jours 11,5 ± 0,2 2,2 ± 0,1 9,8 ± 0,3 1,4 ± 0,1 0,0144 ± 0,0003 524,8 ± 2,0
Hosemann & Vogel
g(002)
V maille 
(Å
3
)
Référence
de 
l'échantillon 
Teneur 
relative 
initiale en zinc
(% molaire)
ScherrerTemps de
 maturation 
en
solution
 
Tableau III.37 : Résultats issus de profile fitting réalisés sur des diffactogrammes de rayons X ( Cu) d’apatites 
nanocristallines synthétisées avec Na2HPO4 et en présence de zinc à divers temps de maturation 
 
Ces résultats révèlent qu’à mesure que la teneur initiale en zinc augmente dans le milieu, 
les dimensions nanométriques des cristallites diminuent significativement (qu’elles soient 
évaluées à partir de la formule de Scherrer ou du modèle de Hosemann et Vogel). On observe 
ainsi une diminution d’environ 50 % des valeurs moyennes L(00l) et L(h00) (modèle de 
Hosemann et Vogel) lorsque la teneur initiale en zinc dans le milieu passe de 0 à 15 (ou 17) % 
molaire quel que soit le temps de maturation (1, 3 ou 20 jours), comme l’indique la Figure III.80 
représentant l’évolution des dimensions moyennes des cristallites pour les échantillons dont le 
temps de maturation est de 1 jour. Dans ces conditions de synthèse, le zinc apparaît une 
nouvelle fois jouer le rôle d’inhibiteur de croissance cristalline. 
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Figure III.80 : Évolution des dimensions de cristallites d’apatites nanocristallines synthétisées avec Na2HPO4 comme sel 
de phosphate, maturées en solution 1 jour et en présence d’une teneur relative initiale en zinc croissante, obtenues à 
partir du modèle de Hosemann et Vogel 
 
Les données obtenues à partir du modèle de Hosemann et Vogel révèlent également 
que la valeur du paramètre de distorsion g002, rendant compte du désordre cristallin dans la 
direction [002] des cristallites d’apatites, augmente avec la teneur initiale en zinc (Tableau III.37), 
et ce indépendamment du temps de maturation en solution. La valeur de g002 passe par 
exemple de 0,0066 ± 0,0002 à 0,0108 ± 0,006 lorsque la teneur initiale en zinc varie de 0 à 
15 % molaire pour les échantillons dont le temps de maturation est de 1 jour. Le système 
apparaît ainsi de plus en plus désordonné cristallographiquement lorsqu’il contient de plus en 
plus de zinc. 
L’incorporation de zinc dans les échantillons d’apatites nanocristallines engendre donc 
une baisse de l’état de cristallinité des composés par diminution de la taille des cristallites et 
une augmentation du désordre cristallin, et ce indépendamment du temps de maturation en 
solution.  
Le profile fitting permet également d’obtenir la valeur moyenne des paramètres de maille 
a et c en considérant le cœur apatitique des nanocristaux d’apatites comme étant de structure 
hexagonale. A partir de ces paramètres de maille, le volume moyen de la maille cristalline a 
alors été calculé et est présenté dans le Tableau III.37. Ces données indiquent que 
l’incorporation du zinc conduit à une diminution du volume moyen de la maille cristalline, 
d’autant plus prononcée que la teneur relative en zinc est importante, comme le montre la 
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Figure III.81 en prenant comme exemple les échantillons maturés 3 jours. De plus, il apparaît 
que le volume de maille moyen suit une évolution décroissante quasi-linéaire pour des teneurs 
initiales en zinc allant de 0 à 10 % molaire puis qu’il atteigne un palier à une valeur proche de 
527 Å3 au-delà de 10 %. Il faut noter que l’ion zinc possède un rayon ionique de à 0,74 Å, 
inférieur à celui du calcium qui est de 0,99 Å (Shannon & Prewitt, 1969). Dans la mesure où les 
données de profile fitting sont relatives aux domaines diffractants, c'est-à-dire au cœur 
apatitique des nanocristaux d’apatite (excluant la couche de surface hydratée qui est par nature 
non-apatitique), il est donc probable que la diminution du volume de la maille cristalline soit due 
à l’incorporation d’ions Zn2+ dans le réseau apatitique en substitution de certains ions Ca2+. 
Cette hypothèse est également soutenue par le fait qu’une telle variation du volume de maille 
n’a jamais été relevée pour aucun des échantillons non dopés ni même ceux contenant des 
ions sodium et ce, malgré les variations physico-chimiques qui ont été observées au cours de 
l’étude présentée dans le chapitre II (section II.2). Bien que la nature des sites 
cristallographiques occupés par le zinc (sites cationiques de type I ou de type II, détails voir 
chapitre I section I.2.5.4) ne puisse pas être déterminée à partir de ces données, les résultats 
de la littérature semblent indiquer qu’une substitution en site de type II soit énergétiquement 
favorisée dans le cas du zinc (Matsunaga, 2008). De plus, le fait que le volume de maille moyen 
diminue progressivement avec l’augmentation de la teneur initiale en zinc puis se stabilise 
lorsque celle-ci atteint 10 % molaire peut signifier que la limite de substitution des ions Ca2+ par 
des ions Zn2+ atteint son maximum. L’excédent d’ions Zn2+ présents lorsque la teneur initiale 
dépasse 10 % molaire peuvent alors potentiellement être soit ségrégés (du moins en partie) 
dans les environnements non-apatitiques de surface des nanocristaux, soit former une phase 
secondaire non détectée par DRX (qui n’apparaitrait qu’à partir d’une teneur initiale en zinc de 
17 % molaire, voir Figure III.78). 
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Figure III.81 : Évolution du volume de maille cristalline déterminé par profile fitting pour des apatites nanocristallines 
synthétisés avec Na2HPO4 comme sel de phosphate, maturées en solution 1 jour et en présence d’une teneur relative 
initiale en zinc croissante 
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Afin d’évaluer l’impact direct du temps de maturation en solution sur la physico-chimie 
des apatites nanocristallines synthétisées en présence de zinc et en utilisant Na2HPO4 comme 
sel de phosphate de départ, 5 échantillons ont été préparés à partir de 5 % molaire de zinc en 
variant le temps de maturation en solution entre 20 minutes et 20 jours (échantillons                
0j-5%Zn-Na, 1j-5%Zn-Na, 3j-5%Zn-Na, 6j-5%Zn-Na et 20j-5%Zn-Na, voir Tableau III.36) puis 
analysés par DRX et profile fitting. La comparaison des diagrammes DRX de ces échantillons 
est donnée à la Figure III.82. 
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Figure III.82 : Diagrammes de DRX des composés synthétisés en utilisant Na2HPO4 comme sel de phosphate de départ, 
en présence de 5 % molaire de zinc et ayant un temps de maturation en solution croissant  
 
A teneur initiale en zinc constante (5 % molaire), l’augmentation du temps de maturation 
en solution a pour effet d’améliorer la résolution des diagrammes de diffraction des rayons X. 
Cette évolution rejoint celle observée pour les échantillons ne contenant pas de zinc (chapitre II 
section II.2.4) : au cours de la maturation en solution les nanocristaux d’apatites subissent des 
phénomènes de croissance cristalline conduisant à la formation de composés mieux cristallisés 
(cristaux plus grands et mieux ordonnés cristallographiquement). Les résultats des analyses par 
profile fitting réalisés sur la base des diffractogrammes de ces échantillons synthétisés en 
présence de 5 % molaire en zinc et à temps de maturation croissant (en utilisant Na2HPO4), 
sont reportés dans le Tableau III.38. Ils confirment que les dimensions des cristallites 
augmentent et que le paramètre de distorsion (g002) diminue à mesure que le temps de 
maturation augmente. En revanche, en comparant les données obtenues avec les échantillons 
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dopés et non dopés en zinc (voir chapitre II section II.2.4), les dimensions des cristallites des 
composés enrichis en zinc sont systématiquement inférieures à celles de leurs équivalents non 
dopés (ayant le même temps de maturation). De plus, l’écart devient de plus en plus important 
à mesure que le temps de maturation augmente. La présence de zinc lors de la synthèse 
n’arrête donc pas la croissance des nanocristaux d’apatites mais la ralentit fortement.  
 
L (002 )
(nm)
L (310 )
(nm)
L (00 l )
(nm)
L (h 00 )
(nm)
0j-5%Zn-Na 20 minutes 12,0 ± 0,1 2,0 ± 0,1 10,0 ± 0,2 1,5 ± 0,1 0,0135 ± 0,0005
1j-5%Zn-Na 1 jour 13,2 ± 0,1 2,1 ± 0,1 10,5 ± 0,1 1,3 ± 0,1 0,0113 ± 0,0003
3j-5%Zn-Na 3 jours 13,9 ± 0,1 2,3 ± 0,1 11,9 ± 0,1 1,4 ± 0,1 0,0135 ± 0,0002
6j-5%Zn-Na 6 jours 14,5 ± 0,2 2,5 ± 0,1 11,2 ± 0,3 1,6 ± 0,1 0,0099 ± 0,0004
20j-5%Zn-Na 20 jours 16,4 ± 0,2 2,6 ± 0,1 12,9 ± 0,4 1,9 ± 0,1 0,0096 ± 0,0005
Hosemann & Vogel
g(002)
Référence
de 
l'échantillon 
Temps de 
maturation 
en solution
Scherrer
 
Tableau III.38 : Résultats issus de profile fitting réalisés sur des diffactogrammes de rayons X ( Cu)  d’apatites 
nanocristallines synthétisées avec Na2HPO4 et en présence de 5% molaire de zinc et à divers temps de maturation 
 
Pour confirmer la présence des ions Zn2+, quantifier l’éventuelle présence d’ions Na+ et 
déterminer l’évolution de la teneur en ions HPO4
2- dans les compositions d’apatites étudiées ici, 
des analyses chimiques ont été réalisées. Le dosage des cations (Ca2+, Zn2+ et Na+) a été 
réalisé par ICP-OES et celui des ions phosphate (PO4
3- et HPO4
2-) par spectrophotométrie 
(détails voir chapitre II section II.1.2.3.1). Un résumé des résultats obtenus pour les échantillons 
ayant été maturés 3 jours est présenté dans le Tableau III.39. 
Chapitre III – Enrichissement en zinc  
 215 
Référence 
de l'échantillon
% mol. de zinc
initial (solution)
( [Zn
2+
]i / ([Ca
2+
]i + [Zn
2+
]i) )
% mol. de zinc
final (solide)
( [Zn
2+
]f / ([Ca
2+
]f + [Zn
2+
]f + [Na
+
]f) )
% mol. de calcium
final (solide)
( [Ca
2+
]f / ([Ca
2+
]f + [Zn
2+
]f + [Na
+
]f) )
% mol. de sodium
final (solide)
( [Na
+
]f / ([Ca
2+
]f + [Zn
2+
]f + [Na
+
]f) )
3j-1%Zn-Na 1,0% 0,9% 91,8% 7,3%
3j-5%Zn-Na 5,0% 4,6% 91,1% 4,3%
3j-10%Zn-Na 10,0% 9,1% 86,6% 4,3%
3j-17%Zn-Na 16,9% 15,6% 80,1% 4,3%
Référence 
de l'échantillon
% mol. de HPO4
2-
final (solide)
( [HPO4
2-
]f / ([HPO4
2-
]f + [PO4
3-
]f) )
Rapport molaire
Ca / P 
Rapport molaire
(Ca+Zn) / P 
Rapport molaire
(Ca+Zn+Na) / P 
3j-1%Zn-Na 29% ± 1% 1,30 ± 0,2 1,32 ± 0,2 1,42 ± 0,2
3j-5%Zn-Na 17% ± 1% 1,29 ± 0,2 1,36 ± 0,2 1,42 ± 0,2
3j-10%Zn-Na 13% ± 1% 1,25 ± 0,2 1,38 ± 0,2 1,44 ± 0,2
3j-17%Zn-Na 13% ± 1% 1,17 ± 0,2 1,39 ± 0,2 1,46 ± 0,2
 
Tableau III.39 : Résultats des dosages chimiques effectués sur des apatites nanocristallines synthétisées avec Na2HPO4 comme sel de phosphate de départ ayant 3 jours de 
maturation
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Ces résultats, alliés au caractère monophasé des composés, montrent effectivement que 
des ions zinc et sodium sont présents dans la composition chimique des apatites 
nanocristallines préparées en utilisant du Na2HPO4 en tant que sel de phosphate et en 
présence de zinc. Plus la teneur en zinc initiale est importante, plus la teneur en zinc présente 
dans le composé final augmente. En outre, la teneur en zinc finale apparaît relativement proche 
de la teneur en zinc initialement incorporée. A l’inverse, on peut remarquer que la teneur 
relative finale d’ions Na+ (par rapport aux cations totaux) diminue de 7,3 à 4,3 % molaire 
lorsque la teneur initiale en zinc passe de 1 à 5 % molaire (pour les échantillons maturés 
3 jours) puis se stabilise à une valeur de 4,3 % molaire pour les teneurs initiales en zinc 
supérieures. Ce phénomène peut être lié au fait que l’incorporation des ions Zn2+ est favorisée 
face à celle des ions Na+ dans le réseau apatitique, possiblement compte-tenu de la faible taille 
de l’ion Zn2+ par rapport à Na+. 
 
Le dosage des espèces phosphatées révèle, quant à lui, que la quantité totale d’ions 
HPO4
2- (apatitiques et non-apatitiques) diminue avec l’augmentation de la teneur en zinc, 
passant par exemple de 29 à 13 % de l’ensemble des groupements phosphatés lorsque la 
concentration initiale en zinc passe de 1 à 17 % molaire pour les échantillons maturés 3 jours. 
Le calcul du rapport molaire « cations / phosphore », dont les résultats sont reportés dans le 
Tableau III.39, indique également une augmentation du rapport molaire « (Ca + Zn+ Na) / P » de 
1,42 ± 0,02 à 1,46 ± 0,02 avec l’augmentation de la teneur initiale en zinc (de 1 à 17% 
respectivement). Les analyses DRX suggéraient que le zinc jouait le rôle d’inhibiteur de 
croissance cristalline, ce qui, dans le cas des échantillons synthétisés avec (NH4)2HPO4 était 
corrélé à des écarts à la stœchiométrie plus importants et une baisse de la teneur absolue en 
cations (effet inhibiteur de maturation, voir section III.2.1.2 de ce chapitre). Or, en utilisant 
Na2HPO4, l’augmentation du rapport molaire « cations / phosphore » semble à première vue 
suggérer une composition chimique plus proche de la composition stœchiométrique de 
l’hydroxyapatite. Cette évolution pourrait attester d’une substitution partielle d’ions Ca2+ par des 
ions Zn2+ (ou Na+). 
 
Ainsi, d’explorer les mécanismes impliqués dans l’incorporation du zinc dans ces apatites 
nanocristallines synthétisés avec Na2HPO4, les spectroscopies infrarouge et Raman ont été 
employées pour analyser ces échantillons.  
Les spectres FTIR de ces échantillons sont reportés aux annexes III.4 a, b et c et III.5. Ils 
révèlent que tous les échantillons pour lesquels l’apatite est la seule phase cristalline détectée 
par DRX (ceux dont la teneur en zinc est inférieure ou égale à 17 % molaire) présentent des 
spectres FTIR caractéristiques des apatites nanocristallines. La présence de bandes 
d’absorption supplémentaires n’a pas été observée.  
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En revanche, il apparaît également que les échantillons synthétisés en présence de 
20 % molaire de zinc et ayant 1 jour de maturation (échantillon 1j-20%Zn-Na) et en présence de 
25 % molaire de zinc et ayant 3 jours de maturation (échantillon 3j-25%Zn-Na) présentent 
également des spectres FTIR caractéristiques des apatites nanocristallines sans bandes 
d’absorption additionnelles alors que la DRX révélait un système biphasé. Ceci montre que la 
spectroscopie FTIR ne permet pas de conclure sur la pureté des échantillons synthétisés dans 
ces conditions. 
En s’intéressant plus en détail aux spectres FTIR des échantillons synthétisés en 
présence de teneurs en zinc inférieures ou égales à 17 % molaire, une diminution de la 
résolution spectrale peut être observée lorsque la teneur initiale en zinc augmente, et ce quel 
que soit le temps de maturation en solution. Cet abaissement de résolution est à relier à la 
baisse de cristallinité observée par diffraction des rayons X attestant de l’effet cumulé du zinc et 
du sodium sur l’état de cristallinité des composés. 
La décomposition spectrale du massif situé dans le domaine 400-800 cm-1 ne permet pas 
de détecter de bande à 631 ou 3570 cm-1 assignable à des ions OH- apatitiques pour 
l’ensemble des composés étudiés ici (sur toute la gamme de teneurs initiales en zinc et de 
temps de maturation). Seul le composé enrichi à 15 % en zinc semble indiquer la présence 
d’une très faible quantité d’ions OH-.  
Une diminution de l’intensité des bandes assignées aux groupements HPO4
2-, aux 
positions 875 cm-1 et 530 cm-1 peut également être observée à mesure que la quantité d’ions 
Zn2+ incorporés croît. Cette tendance est confirmée par les résultats de décomposition spectrale 
qui indiquent une diminution de la teneur relative ions HPO4
2- non-apatitiques, comme le 
montrent les données présentées à la Figure III.83 relatives aux échantillons maturés 3 jours. La 
décomposition spectrale révèle également que la teneur en ions HPO4
2- apatitiques ne varie 
pas significativement lorsque la teneur en zinc augmente. Il apparaît donc que la diminution de 
la teneur relative en ions phosphate totaux observée par dosage chimique (Tableau III.39) est 
imputable à la diminution de la teneur en ions HPO4
2- situés dans les environnements non-
apatitiques hydratés de surface des nanocristaux d’apatite. 
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Figure III.83 : Évolution de la teneur relative en ions HPO4
2-
 non-apatitiques calculée à partir de décomposition 
spectrale de spectre FTIR dans le domaine 400-800 cm
-1
 pour des apatites nanocristallines dopées en zinc dont la 
synthèse fut réalisé en utilisant du Na2HPO4 et avec un temps de maturation de 3 jours 
 
Une analyse par spectroscopie Raman a également été réalisée sur les échantillons 3j-
5%Zn-Na et 3j-10%Zn-Na (composés synthétisés en utilisant Na2HPO4, avec un temps de 
maturation de 3 jours et en présence de 5 et 10 % molaire de zinc respectivement) ainsi que 
sur leurs équivalents maturés 20 jours : 20j-5%Zn-Na et 20j-10%Zn-Na. Les spectres Raman 
de ces échantillons en comparaison avec des apatites nanocristallines non dopées 
(synthétisées dans les mêmes conditions) sont reportés en annexes III.6 a et b. Ceux-ci ne 
présentent que les bandes d’absorption caractéristiques des apatites nanocristallines et aucune 
bande secondaire n’est observée. Comme pour les spectres FTIR, à mesure que la teneur 
initiale en zinc augmente, la résolution des spectres Raman diminue, ce qui est attribué à la 
diminution de l’état de cristallinité de ces composés.  
Malgré une non-détection par FTIR de bandes clairement identifiables à des ions 
hydroxyde apatitiques, une analyse plus fine par Raman a néanmoins permis de mettre en 
évidence leur présence (bande d’absorption située à 3570 cm-1, dont la détection est facilitée 
par l’absence de recouvrement de bandes) pour les échantillons 3j-5%Zn-Na et 20j-5%Zn-Na. 
La composition chimique de ces échantillons semble ainsi contenir une certaine teneur en ions 
hydroxyde. On remarque cependant que l’intensité de cette bande (située à 3570 cm-1) diminue 
lorsque le temps de maturation passe de 3 à 20 jours. La teneur en ions OH- présents dans les 
composés synthétisés en utilisant Na2HPO4 et en présence de zinc apparaît donc diminuer 
quand le temps de maturation augmente. Enfin, pour les échantillons 3j-10%Zn-Na et 20j-
10%Zn-Na (synthétisés en présence de 10 % molaire de zinc), la bande située à 3570 cm-1 
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n’est plus observée. Il semble donc que la teneur en ions OH- diminue également lorsque la 
teneur initiale en zinc augmente, devenant nulle ou très faible à 10 % molaire en zinc.  
 
De tous les résultats d’analyses présentés dans cette section (DRX, dosages chimiques 
et spectroscopies infrarouge et Raman), il a pu être montré que lorsque la synthèse d’apatite 
nanocristalline était réalisée en utilisant Na2HPO4 comme sel de départ et en présence de zinc, 
la teneur maximale de zinc qu’il était possible d’incorporer à des échantillons apatitiques 
demeurant monophasés était proche de 17 % molaire (la teneur finale dans les solides 
s’avérant similaire à celle du milieu de précipitation). La présence d’ions Na+ est également 
détectée, avec une teneur finale comprise entre 7,3 et 4,3 % molaire (par rapport aux cations 
totaux). Lorsque la teneur en zinc augmente dans ces échantillons (synthétisés en utilisant 
Na2HPO4 à temps de maturation fixe), il peut être observé : 
- une diminution de l’état de cristallinité engendrée par la diminution des dimensions 
des cristallites (Figure III.80) et l’augmentation du désordre cristallin, 
- une diminution du volume de la maille cristalline apatitique (Figure III.81), 
probablement liée à la substitution de certains ions Ca2+ par des ions Zn2+ de plus 
petite taille, 
- une diminution de la teneur relative en ions OH- (données de spectroscopie Raman) et 
HPO4
2- non-apatitiques (Figure III.83), 
- une augmentation du rapport molaire « (Ca + Zn + Na) / P » associée à une diminution 
du rapport molaire « Ca / P » (Tableau III.39). 
 
En comparant ces échantillons enrichis en zinc synthétisés avec Na2HPO4 avec les 
échantillons préparés à partir de (NH4)2HPO4 (section III.2.1 et III.2.2.1), des similitudes mais 
aussi certaines différences peuvent être mises en évidence. Dans les deux cas, l’incorporation 
du zinc engendre une diminution de l’état de cristallinité et de la teneur en ions OH- présents 
dans les composés. Cependant, en présence de sodium, le zinc ne joue pas un rôle d’inhibiteur 
de maturation (contrairement au cas de l’ammonium) mais présente simplement un effet 
d’inhibiteur de croissance cristalline. En effet, on n’assiste pas dans ce cas à une augmentation 
de l’écart à la stœchiométrie ni à un développement plus avancé des environnements non-
apatitiques de surface. Ces différences sont probablement imputables à la présence 
supplémentaire d’ions sodium lorsque Na2HPO4 est utilisé comme sel de départ, menant alors 
non seulement à une substitution d’ions calcium mais également à un plus grand taux 
d’occupation de lacunes cationiques (mis en évidence par l’augmentation, en présence de 
sodium, du rapport « cations / P »), par rapport à un système non dopé. 
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III.3. Évaluations biologiques/microbiologiques 
Une étude biologique préliminaire, réalisée à partir des premiers produits synthétisés 
dans ces travaux a été menée. Les échantillons évalués en termes de cytotoxicité et de 
potentiel antibactérien ont été en premier lieu des apatites nanocristallines enrichies à 5,4 % 
molaire en zinc et dont la synthèse a été réalisée en utilisant du (NH4)2HPO4 à température 
ambiante et pH = 7,2. Par la suite, en raison de la présence potentielle de phase contenant du 
NH4
+ et de la relative toxicité de ce dernier, en particulier au niveau neurologique        
(Haghighat et al., 2000), il a été décidé d’orienter les tests vers les apatites nanocristallines 
synthétisées en utilisant Na2HPO4 comme sel de phosphate et en présence de diverses teneurs 
en zinc (avec un temps de maturation de 1 jour, à température ambiante et pH = 7,2). En effet, 
malgré la présence de Na+ dans les compositions, un élément non toxique, les composés 
synthétisés avec Na2HPO4 permettent une plus grande flexibilité de composition (de plus 
grandes teneurs en zinc sont atteignables) et de propriétés physico-chimiques (modulables en 
variant les paramètres de synthèse tels que le temps de maturation en solution). 
Nous présenterons tout d’abord l’évaluation de la cytotoxicité de ces apatites 
nanocristallines enrichies en zinc, réalisée sur des cellules ostéogéniques. Puis nous nous 
intéresserons aux résultats obtenus aux cours des tests microbiologiques. 
III.3.1. Évaluation de la cytotoxicité 
 
Comme annoncé précédemment, une première étude a été réalisée sur des échantillons 
ayant été synthétisés avec (NH4)2HPO4 comme sel de phosphate de départ et avec 5 % molaire 
de zinc (pourcentage par rapport au nombre d’ions calcium, correspondant expérimentalement 
à 5,4 %). Pour des raisons de temps, l’évaluation de cytotoxicité n’a pu porter que sur les 
échantillons de cette étude préliminaire et non sur les échantillons synthétisés avec Na2HPO4. 
Ces tests ont été réalisés à partir de pastilles (diamètre de 19 mm pour une masse de 240 mg) 
mises en forme par compression uniaxiale à température ambiante à la pression de 50 MPa. Le 
protocole expérimental des tests de cytotoxicité (sur cellules ostéogéniques CAL-72) est détaillé 
dans la section II.4.2 du chapitre II. Les résultats de ces tests sont présentés sur la Figure III.84. 
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Figure III.84 : Résultats de spectrophotométrie issus des tests de cytotoxicité sur cellules ostéogéniques humaines 
révélés au rouge neutre après mise en contacte avec un échantillon enrichi à 5 % en zinc, synthétisé avec du 
(NH4)2HPO4 à température ambiante et pH = 7,2 et maturé pendant c) 1 jour et d) 6 jours, a) étant un contrôle positif 
(cellules viables) et b) un contrôle négatif 
 
Ces tests de cytotoxicité réalisés sur les échantillons dopés à 5,4 % en zinc indiquent 
des résultats similaires au contrôle positif. Ainsi les cellules ayant été mises en contact avec ces 
échantillons ont conservé une membrane cellulaire intacte. Cette étude préliminaire révèle donc 
une non-toxicité des apatites nanocristallines dopées en zinc testées ici (synthétisés avec 
(NH4)2HPO4 à température ambiante et pH = 7,2), que le temps de maturation ait été de 1 ou 6 
jours, malgré la présence d’une faible quantité d’ions ammonium en tant qu’impureté (inclus 
dans une phase secondaire de phosphate de zinc-ammonium pour l’échantillon maturé 6 jours). 
 
Pour conclure, les échantillons d’apatites nanocristallines enrichies en zinc que nous 
avons testées ne présentent pas de toxicité détectable vis-à-vis des cellules ostéogéniques 
humaines. Compte-tenu du caractère non toxique de l’ion sodium, il semble raisonnable 
d’étendre cette conclusion aux apatites préparées à partir de Na2HPO4, bien que celles-ci 
n’aient pas pu être évaluées formellement ici. 
III.3.2. Évaluation des propriétés antibactériennes 
 
En vue de mettre en évidence d’éventuelles propriétés antibactériennes des apatites 
nanocristallines enrichies en zinc préparées dans ce travail, diverses expérimentations ont été 
réalisées : dans un premier temps de manière exploratoire sur les échantillons pris sous forme 
de poudres, puis dans un second temps sur échantillons pastillés, plus proches de l’état final 
des biocéramiques envisagées. 
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III.3.2.1. Tests préliminaires sur poudre 
 
Cette étude préliminaire a été conduite sur des apatites nanocristallines dopées 5 % en 
zinc (5,4 % expérimentalement) et synthétisées en utilisant (NH4)2HPO4 à température 
ambiante et pH = 7,2 sous forme de poudre. Ces tests ont été réalisés sur deux souches 
bactériennes : E. coli et P. aeruginosa et ont été focalisés sur la capacité des bactéries à 
produire un biofilm lors de leur mise en contact avec les échantillons sous forme de poudre. Le 
protocole expérimental de l’évaluation antibactérienne est le suivant :  
- 1) Dans une boîte de culture en polystyrène contenant 96 puits, les puits sont remplis 
avec 5 mg de poudre d’échantillon à évaluer. 
- 2) A ces puits sont ajoutés 100 µL de suspension de bactéries réalisée avec du LB-
medium (contenant 10 g/L de tryptone36, 5 g/L d’extrait de levure37 et 5 g/L de NaCl) 
pour E. coli et avec de la peptone saline (contenant 3,6 g/L de NaH2PO4, 7,2 g/L de 
Na2HPO4, 4,3 g/L de NaCl et   1 g/L de peptone de viande) pour P. aeruginosa. 
- 3) Les suspensions de bactéries en contact avec les échantillons sont incubées 
pendant 48 heures. 
Pour mesurer la viabilité des bactéries, un test à la fluorescéine (nommé ici test fluo) a 
été mis en place (Figure III.85). Le test fluo consiste à ajouter du diacétate de fluorescéine 
(FDA) à la concentration de 10 µg/mL dans une solution contenant des bactéries. Cette 
technique est basée sur la conversion métabolique du FDA en fluorescéine par les bactéries 
viables. La fluorescéine étant fluorescente, il est alors possible d’observer les bactéries vivantes 
devenues fluorescentes, après incubation de 2 heures à 37 °C, par microscopie et de les 
quantifier via un spectrophotomètre « Microtiterplate Reader » de marque Tecan (excitant la 
fluorescéine à la longueur d’onde de 485 nm et quantifiant l’intensité de l’émission qui est à la 
longueur d’onde de 570 nm). Les résultats sont donnés en % RFU (Relative Fluorescence 
Units) par comparaison avec une référence, ici les échantillons non dopées en agent 
antibactérien. Les analyses ont été réalisées sur une extraction issue du biofilm (Figure III.85). 
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Figure III.85 : Représentation schématique du protocole d’analyse de la propriété antibactérienne par le test fluo 
                                                 
 
36
  Mélange de peptides issus de la digestion de la caséine par la trypsine (enzyme digestive du suc pancréatique) 
37
  Cellules de levure déshydratées et lysées qui fournissent une source d’acides aminés, de vitamines et d’azote 
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Les résultats de ces tests réalisés des échantillons d’apatites nanocristallines dopées 
5 % en zinc et synthétisées en utilisant (NH4)2HPO4 à température ambiante et pH = 7,2 (sous 
forme de poudre) sont présentés dans la Figure III.86. 
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Figure III.86 : Résultats de tests à la fluorescéine (portés sur le biofilm) issus des tests microbiologiques sur souches de 
E coli et P. aeruginosa après mise en contact avec des poudres d’apatite nanocristalline non dopée, synthétisée avec 
(NH4)2HPO4 et maturée pendant 1 jour, et d’échantillons enrichis à 5 % en zinc (pourcentage molaire par rapport au 
calcium initialement incorporé lors de la synthèse) , synthétisés avec du (NH4)2HPO4 à température ambiante et pH = 
7,2 et maturés pendant 1 jour et 6 jours 
 
Il est possible d’observer à partir de ces résultats que la quantité de bactéries vivantes 
après le test en présence d’apatites enrichie ou non en zinc est très peu différente d’un 
échantillon à l’autre. Or dans le chapitre II, les analyses conduites sur les échantillons d’apatites 
nanocristallines non dopées en agents antibactériens avaient montré que ces dernières ne 
présentaient pas d’activité antibactérienne. Ainsi, la croissance et la formation de biofilm par les 
bactéries, qu’elles soient du type E. coli ou P. aeruginosa, ne sont pas compromises par la 
présence de zinc dans la composition des apatites nanocristallines, et ce, indépendamment du 
temps de maturation en solution de ces échantillons. Une analyse plus détaillée de ces 
résultats révèle même une augmentation de l’ordre de 20 à 30 % du nombre de bactéries 
présentes lorsque les échantillons contiennent du zinc (5 % molaire). Il est donc possible qu’à 
ces concentrations, le zinc ait un effet stimulant sur les bactéries, en contradiction avec l’effet 
initial recherché.  
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III.3.2.2. Tests sur pastilles 
 
Afin de complémenter l’étude menée sur poudre, des tests plus approfondis ont alors été 
réalisés, comme annoncé précédemment, sur échantillons pastillés. 
Compte-tenu de la plus faible limite d’incorporation du zinc dans les apatites 
nanocristallines préparées à partir de (NH4)2HPO4, nous avons orienté les tests 
microbiologiques suivants sur des apatites nanocristallines synthétisées en utilisant du 
Na2HPO4 comme sel de phosphate de départ, permettant d’atteindre une gamme plus large de 
teneurs en zinc. 
Ainsi, pour réaliser ces tests, une série d’apatites nanocristallines a été préparée 
contentant 0 ; 0,5 ; 1 ; 5 ; 10 ou 15 % de zinc (pourcentage molaire de cations). Ces 
échantillons ont été synthétisés en utilisant Na2HPO4 comme sel de phosphate de départ, à 
température ambiante, pH = 7,2 et ayant pour temps de maturation en solution 1 jour. Ces 
compositions ont été évaluées sous forme de pastilles de diamètre 13 mm, mises en forme par 
compression uniaxiale à température ambiante à la pression de 40 MPa en utilisant 150 mg de 
poudre d’apatite. Pour approfondir les tests préliminaires décrits dans la sous-section 
précédente, 3 souches bactériennes ont été étudiées incluant les deux souches précédentes 
(E. coli : un type bactérien à Gram négatif fréquemment étudié en tant que référence, et 
P. aeruginosa : un type bactérien à Gram-négatif) ainsi que S. aureus (un type bactérien à 
Gram-positif) qui est couramment rencontré lors d’infections nosocomiales en sites osseux. 
L’analyse porte sur la viabilité des bactéries issues du surnageant après mise en contact des 
bactéries avec les pastilles (détail du protocole expérimental décrits dans la section II.4.4 du 
chapitre II, comprenant notamment l’étape de mise en contact préliminaire des pastilles avec le 
DMEM complété pendant 24 heures). La méthode d’analyse de ces bactéries est le « test 
d’agar », également décrit dans la section II.4.4 du chapitre II (comptage des colonies formées 
dans une boîte de Pétri contenant de l’agar et des nutriments). Les résultats de ces tests sont 
présentés à la Figure III.87. 
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Figure III.87 : Résultats de tests d’agar issus des tests microbiologiques sur souches S. aureus, E coli et P. aeruginosa après mise en contacte avec des pastilles d’apatite 
nanocristalline synthétisée avec Na2HPO4 et maturée pendant 1 jour, et enrichie avec une teneur en zinc croissante
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Ces résultats indiquent que tous les échantillons enrichis en zinc engendrent le même 
nombre de colonies formées que les échantillons ne contenant pas de zinc, que ce soit pour S. 
aureus, E. coli ou P. aeruginosa. Ce nombre de colonies formées est élevé, ce qui atteste d’une 
inefficacité de ces compositions à éliminer ou ralentir la croissance des bactéries lorsqu’ils sont 
mis en contact. Il apparaît donc que ces apatites nanocristallines dopées au zinc (synthétisées 
en utilisant du Na2HPO4 comme sel de phosphate de départ et en présence de zinc) ne 
possèdent pas de propriétés antibactériennes sur toute la gamme de concentration en zinc 
dans la poudre initiale étudiée (de 0,5 à 15 % molaire).  
 
En conclusion, il s’avère que les apatites nanocristallines enrichies en zinc préparées 
dans ce travail ne présentent, tout au moins dans les conditions testées, aucune activité 
antibactérienne notable vis-à-vis des bactéries S. aureus, E. coli ou P. aeruginosa qui sont des 
souches bactériennes fréquemment rencontrées lors d’infections nosocomiales en site osseux 
(S. aureus et P. aeruginosa) ou utilisé comme référence pour ce genre de tests (E. coli). De 
plus, la modification de la teneur relative en zinc dans les compositions d’apatites 
nanocristallines ou du temps de maturation en solution n’ont pas permis de faire varier cette 
(absence d’) activité. Ce manque d’activité antibactérienne peut provenir de conditions de 
libération ou d’accessibilité de l’élément zinc inadaptées à l’élimination des bactéries ou bien de 
l’inefficacité du zinc envers le type de microorganismes étudié ici. Pour une meilleure 
compréhension de ces phénomènes, il serait intéressant d’évaluer dans les perspectives de ce 
travail la libération de l'élément Zn en solution. 
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III.4. Conclusion 
 
Dans cette partie de l’étude, nous avons montré qu’il était possible de synthétiser des 
apatites nanocristallines enrichies en zinc tout en conservant leur caractéristiques particulières 
proches de celles du minéral osseux (cristaux de taille nanométrique, présence d’une couche 
non-apatitique, non-stœchiométrie,…). Néanmoins, ce travail a révélé que les conditions de 
synthèse jouent un rôle considérable au niveau de l’incorporation des ions Zn2+ dans la 
structure de ces composés et leurs caractéristiques physico-chimiques. En premier lieu, les 
paramètres de synthèse conditionnent les quantités maximales d’ions Zn2+ qu’il est possible 
d’incorporer. Le suivi du protocole de synthèse des apatites nanocristallines dit de « référence » 
(synthèse conduite à température ambiante, à pH tamponné à 7,2 et utilisant (NH4)2HPO4 
comme sel de phosphate de départ), a permis l’obtention d’apatites nanocristallines 
monophasées pour des teneurs en zinc strictement inférieures à 5 % molaire (pourcentage 
relatif au nombre total de cations) sur une large gamme de temps de maturation en solution. La 
modification du pH de synthèse ne semble pas avoir d’influence sur les quantités maximales de 
zinc qu’il est possible d’incorporer aux apatites. En revanche, des teneurs relatives en zinc 
supérieures peuvent être atteintes lorsque la température de synthèse augmente. Ainsi des 
apatites nanocristallines dopées à 5 % molaire en zinc ont été obtenues en portant la synthèse 
à 50 °C avec un temps de maturation en solution de 3 jours. Le changement de la nature du sel 
de phosphate de départ a également permis d’obtenir des teneurs en zinc incorporées plus 
importantes. En utilisant Na2HPO4 à la place de (NH4)2HPO4, des teneurs proches de 17 % 
molaire en zinc ont en effet pu être incorporées, indépendamment du temps de maturation en 
solution. 
 
L’intégration de l’élément zinc au sein du réseau apatitique est suggérée par une 
diminution linéaire du volume moyen de la maille cristalline pour lequel un mécanisme de 
substitution du calcium peut alors être envisagé. Afin d’explorer plus avant la distribution des 
ions zinc au sein de telles apatites nanocristallines, il serait intéressant en perspective de ce 
travail d’évaluer la teneur en ions zinc « échangeables » en surface des nanocristaux, par le 
biais de tests dits « d’échanges inverses » (impliquant une ré-immersion en milieu riche en ions 
calcium).  
 
Les résultats présentés dans ce travail révèlent que le zinc joue un rôle d’inhibiteur de 
croissance cristalline pour les apatites nanocristallines, et ce indépendamment des conditions 
de synthèse. En effet, à temps de maturation fixé, l’augmentation de la teneur en zinc engendre 
une diminution des dimensions moyennes des cristallites. En revanche, les processus de 
croissance cristalline ne sont pas stoppés pour autant, puisque l’augmentation du temps de 
maturation en solution en présence de zinc conduit à des composés dont l’état de cristallinité 
s’améliore. La Figure III.88 illustre ce phénomène d’inhibition en présentant l’évolution de la 
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longueur moyenne des cristallites (calculée à partir du modèle de Hosemann et Vogel) en 
fonction de la teneur en zinc et du temps de maturation en solution pour des apatites 
nanocristallines synthétisées avec Na2HPO4. 
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Figure III.88 : Évolution de la longueur moyenne des cristallites calculée à partir du modèle de Hosemann et Vogel en 
fonction de la teneur relative en zinc et du temps de maturation en solution 
 
Les conditions de synthèse, et plus particulièrement la nature des sels de phosphate de 
départ, ont néanmoins une incidence sur les modifications physico-chimiques engendrées par 
la présence de zinc dans le milieu de précipitation. La Figure III.89 résume les principales 
évolutions physico-chimiques subies par les apatites nanocristallines dues à l’incorporation de 
zinc en fonction des différentes conditions de synthèse.  
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Figure III.89 : Résumé des principales évolutions physico-chimiques observées sur les apatites nanocristallines synthétisées en présence de zinc en fonction des conditions de 
synthèse
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En utilisant (NH4)2HPO4 comme sel de phosphate de départ, la baisse de l’état de 
cristallinité de ces composés, observée lors de l’incorporation de zinc, est accompagnée d’une 
augmentation de l’écart à la stœchiométrie de la composition chimique et d’un développement 
des environnements non-apatitiques de surface plus important. Ces données établissent alors 
le rôle inhibiteur de maturation joué par le zinc sur ces apatites nanocristallines (exemptes de 
sodium).  
En revanche, en utilisant Na2HPO4 comme sel de phosphate de départ, seul l’effet 
inhibiteur de croissance cristalline est observé (dans la mesure où il est observé une diminution 
de la teneur en ions HPO4
2- et OH- ainsi qu’une augmentation du rapport (Ca+Zn+Na)/P lorsque 
la teneur en zinc augmente). Il apparaît cependant délicat de conclure sur ces évolutions sans 
analyses complémentaires puisque ces conditions de synthèse impliquent également 
l’incorporation d’ions sodium compliquant les mécanismes de précipitation des apatites. 
 
Enfin, d’un point de vue biologique/microbiologique, les apatites nanocristallines 
enrichies en zinc que nous avons testées se sont avérées non cytotoxiques vis-à-vis de cellules 
ostéogéniques humaines mais également vis-à-vis des microorganismes S. aureus, E. coli et P. 
aeruginosa. Les apatites nanocristallines dopées en zinc préparées dans cette étude n’ont donc 
présenté aucune activité antibactérienne notable dans les conditions des tests réalisés. 
Compte-tenu de cette absence totale d’activité détectée, et ce sur les trois souches 
bactériennes testées, nous n’avons pas cherché à approfondir l’étude des apatites zinguées 
plus avant.  
En revanche, l’incorporation de l’élément zinc aux apatites nanocristallines 
biomimétiques pourrait présenter d’autres avantages qu’il serait intéressant d’explorer, tels 
qu’une possible promotion de la formation osseuse, notamment en stimulant la prolifération des 
ostéoblastes et/ou en inhibant la résorption ostéoclastique (Ito et al., 2002 ; Kawamura et al., 
1999 ; Ma & Yamaguchi, 2000 ; Moonga & Dempster, 1995). Cette étude aura donc permis 
d’établir, a minima, les conditions de synthèse qui pourraient être utilisées pour préparer des 
biocéramiques à base d’apatites nanocristallines enrichies en zinc et possiblement capables de 
favoriser la reconstruction osseuse. 
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Dans ce chapitre, nous nous intéresserons aux composés enrichis en cuivre. Après une 
présentation de données de la littérature, nous exposerons la synthèse et la caractérisation 
physico-chimique des composés élaborés en présence de cuivre. Un mode de préparation 
alternatif sera également envisagé dans ce chapitre afin de potentiellement enrichir de manière 
préférentielle la surface des cristaux d’apatites. Enfin, une étude préliminaire de libération de 
cuivre sera présentée avant de décrire les résultats obtenus lors de l’évaluation de la 
cytotoxicité et de l’activité antibactérienne des apatites nanocristallines enrichies en cuivre.  
 
IV.1. Données bibliographiques 
 
Employé depuis plus de 7000 ans, le cuivre a été le premier métal utilisé par l’Homme. A 
l’état d’oxydation Cu0, seul ou au sein d’alliages (bronze, laiton,…), il est très largement 
répandu dans le monde industrialisé, notamment en raison d’excellentes propriétés électriques 
et thermiques.  
 
Le cuivre est un métal de transition de numéro atomique 29, voisin du zinc dans la 4ème 
période, se situant dans la colonne IB (groupe 11) du tableau périodique des éléments, au 
même titre que l’or ou l’argent. Il est présent à hauteur de 50 ppm dans la croûte terrestre 
(Centre d’Information du Cuivre, 14) et sa masse molaire est de 63,546 ± 0,003 g/mol        
(Lide, 2009). Sous forme ionique, on le trouve habituellement à l’état d’oxydation +II, Cu2+ (ion 
cuivrique) ou +I, Cu+ (ion cuivreux), dont les rayons ioniques (en coordinance 6) sont de 0,72 Å 
et 0,96 Å respectivement (Shannon & Prewitt, 1969). A l’instar du zinc, le cuivre est un 
nutriment essentiel à la vie mais présente également une activité antibactérienne, c’est 
pourquoi cet élément a été étudié dans ce travail.  
 
Dans cette revue bibliographique, nous présenterons, dans les grandes lignes, le rôle 
biologique qu’occupe le cuivre puis nous nous intéresserons à ses propriétés antibactériennes 
pour enfin aboutir à son utilisation en association avec des apatites phosphocalciques. 
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IV.1.1. Le rôle biologique du cuivre 
 
C’est en 1928, que fut établi pour la première fois, par Hart et al. (Hart et al., 1928), le 
rôle du cuivre comme nutriment essentiel à la vie des organismes vivants qu’ils soient 
mammifères, bactéries… Son occurrence biologique ainsi que son utilisation, à grande échelle, 
en tant que biomatériau en contact avec des milieux biologiques, comme par exemple l’emploi 
intra-utérin de stérilets en cuivre, montrent que cet élément n’est pas toxique pour les cellules 
humaines. Yamamoto détermina cependant in vitro les IC50 en chlorure de cuivre (CuCl2.2H2O) 
sur des ostéoblastes de la lignée MC3T3-E1 et des fibroblastes L929 et obtint comme valeurs 
1,59.10-5 M et 4,15.10-5 M respectivement (Yamamoto et al., 1998). Le cuivre apparaît donc 
plus cytotoxique que le zinc vis-à-vis de ces lignées cellulaires (les IC50 en ZnCl2 étant de 
9,00.10-5 M pour les ostéoblastes et de  9,26.10-5 M pour les fibroblastes). 
 
Un excès en cuivre dans l’organisme, atteint à des doses très élevées, peut entraîner des 
diarrhées et irritations gastriques (Centre d’Information du Cuivre, 14). En revanche, une 
déficience en cuivre peut être responsable de troubles plus sévères affectant les systèmes 
hématopoïétique, squelettique, cardiovasculaire, neurologique, pulmonaire ou encore cutané 
(Karcioğlu & Sarper, 1980). Par exemple, une carence en cuivre peut entrainer un 
ralentissement de la croissance, l’apparition de défauts osseux (lésions de type ostéoporotique 
ou fragilité osseuse) (Strain, 1988), des anémies, une perte des cheveux, une diminution de la 
tolérance au glucose, une pigmentation de la peau, des arythmies cardiaques ou bien encore 
des dégénérations du système nerveux central (Karcioğlu & Sarper, 1980 ; Mehta et al., 2006).  
Ces effets mettent en évidence la participation du cuivre à d’importantes fonctions 
physiologiques au travers de protéines et de métallo-enzymes le contenant et dont la fonction 
ne peut être assurée en son absence. Parmi ces enzymes, appelées cuproenzymes, on 
retrouve plusieurs oxydases, des enzymes spécifiques à la réduction d’oxygène en eau ou en 
peroxyde d’hydrogène. D’importantes oxydases ont ainsi besoin du cuivre pour exercer leur 
activité catalytique (Hambidge & Nichols, 1978 ; Karcioğlu & Sarper, 1980), c’est notamment le 
cas de : 
- la céruloplasmine (ou ferroxidase) impliquée dans la mobilisation du fer issu du 
plasma sanguin 
- la superoxyde dismutase chargée de la transformation des ions superoxyde (O2
-), 
toxiques pour les cellules, en molécules de H2O2 et O2 
- les amine-oxydases catalysant la désamination oxydative des amines dont la lysyl-
oxydase participant à la synthèse du collagène et de l’élastine et donc nécessaire à 
l’ostéogénèse. 
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En raison de son implication au sein de ces enzymes mais également d’autres diverses 
activités métaboliques, le cuivre participe à de nombreux processus biologiques. Par exemple, il 
aide à la guérison des plaies (de toutes sortes) notamment en stimulant la néovascularisation 
(l’angiogénèse), l’expression de l’intégrine ou encore en stabilisant le fibrinogène           
(Borkow, 2004 ; Sen et al., 2002). 
Ainsi, un apport journalier en cuivre est vital pour le bon fonctionnement de l’organisme. 
Le besoin en cuivre est estimé à environ 30 µg/kg par jour chez l’adulte (soit entre 1 et 3 mg par 
jour pour un adulte de 70 kg) et son apport s’effectue principalement par la nourriture (Centre 
d’Information du Cuivre, 14). Après ingestion, le cuivre est absorbé dans l’estomac et l’intestin 
grêle puis se retrouve dans le sang sous forme complexée avec l’albumine ou liée aux acides 
aminés pour enfin être stocké principalement dans le foie (et à un degré moindre dans le 
cerveau) sous forme de protéines (Karcioğlu & Sarper, 1980). Le stock de cuivre dans le corps 
humain est estimé entre 100 et 150 mg par individu (soit 1,4 à 2,1 mg/kg) (Centre d’Information 
du Cuivre, 14) et la quantité de cuivre présente dans les os est de 0,6 µg/g (Fernane et al., 
2008). Enfin, dans les conditions normales, le cuivre est excrété principalement dans la bile, à 
hauteur d’environ 1,7 mg par jour pour un homme de 70 kg (Karcioğlu & Sarper, 1980).  
 
Au niveau du tissu osseux, il a été observé que le cuivre pouvait avoir une incidence sur 
l’ostéogénèse. Il semble à la fois inhiber la prolifération des cellules ostéoblastiques sans pour 
autant influencer leur différenciation et engendrer une baisse de l’activité de résorption des 
ostéoclastes (Katz et al., 1984 ; Wilson et al., 1981 ; Yang et al., 2010). 
 
IV.1.2. Le cuivre en tant qu’agent antibactérien 
 
Si le cuivre apparaît relativement inoffensif vis-à-vis des cellules humaines, il n’en va pas 
de même pour les organismes moins complexes tels que les bactéries, les champignons 
(moisissures, levures…) voire les virus. C’est ainsi que le cuivre a été utilisé depuis des siècles 
en tant que désinfectant (e.g. eau potable). Ce sont les Grecs qui, vers 400 av. JC, ont été les 
premiers à découvrir le pouvoir aseptisant du cuivre qu’ils prescrivaient pour soigner des 
maladies pulmonaires ou pour purifier l’eau potable (Borkow & Gabbay, 2005). Depuis, il est 
largement utilisé et étudié pour ses effets dans divers domaines incluant la médecine, la 
plomberie (canalisations bactériostatiques), les peintures (peintures anti-salissures) ou bien 
encore le textile (tissus antimicrobiens).  
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Le rôle antibactérien du cuivre apparaît être dû à l’élément sous sa forme ionique et se 
joue à plusieurs niveaux sur les cellules bactériennes, qu’elles soient à Gram-négatif comme 
E. coli ou à Gram-positif comme S. aureus (Stanić et al., 2010). Ainsi, le cuivre agit sur : 
- la membrane plasmique des bactéries : en se liant aux protéines de la membrane, et 
plus particulièrement aux groupements –SH situés sur ces protéines. Le cuivre 
affecte ainsi leur conformation et leur structure, causant notamment des lésions 
sélectives de la perméabilité de la barrière membranaire. Ces lésions engendrent des 
fuites de matériels cellulaires (acides nucléiques, K+…) et conduisent à la mort de la 
cellule (Borkow & Gabbay, 2005 ; Ohsumi et al., 1988). 
- l’ADN des micro-organismes : le cuivre a une affinité spécifique avec l’ADN. En 
s’intercalant à l’intérieur et entre les brins d’ADN, il perturbe la structure hélicoïdale 
voire la détruit et dénature ainsi l’ADN. La bactérie ne peut donc pas se reproduire 
(Borkow & Gabbay, 2005 ; Stanić et al., 2010 ; Ueda et al., 1980). 
- la phosphorylation oxydative et la balance osmotique : la présence de cuivre interfère 
avec ces processus cellulaires et génère des perturbations au niveau de 
l’alimentation en énergie de la bactérie et de sa pression interne, aboutissant à la 
mort de la cellule (Borkow & Gabbay, 2005).  
Beaucoup de ces mécanismes semblent liés au potentiel oxydo-réducteur du couple 
Cu2+/Cu+, dont les cycles répétés génèrent l’accumulation de radicaux hydroxyde très réactifs 
envers les protéines et les acides nucléiques et donc très toxiques pour les micro-organismes. 
 
Le contact répété des bactéries et des métaux qui leurs sont potentiellement toxiques a 
permis aux bactéries de développer des mécanismes de résistance, ou plutôt de tolérance, vis-
à-vis de ces éléments. Comme certains de ces métaux, dont le cuivre, sont également des 
nutriments essentiels à leur survie, les bactéries doivent ajuster précisément leur assimilation et 
les échanges pour maintenir la concentration cellulaire adéquate. Pour atteindre ces objectifs, 
le microbe peut recourir à 6 mécanismes connus de résistance (Borkow & Gabbay, 2005) : 
- l’exclusion du métal par la barrière de perméabilité. 
- la séquestration intra-cellulaire du métal dans des enveloppes cellulaires via des 
liaisons avec des protéines. 
- la séquestation extra-cellulaire 
- le transport actif du métal en dehors de la cellule via des « pompes » (efflux pumps) 
- la détoxification enzymatique du métal en une forme moins toxique 
- la réduction de la sensibilité des cibles cellulaires vis-à-vis du métal. 
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La formation de biofilm est également un facteur à prendre en compte concernant la 
résistance au cuivre des bactéries. En effet, Teitzel montra que, malgré la petite taille de l’ion 
cuivre (en comparaison avec les molécules organiques), il existait des phénomènes de diffusion 
lente du cuivre au sein du biofilm. Ces phénomènes sont causés par les liaisons qu’il forme 
avec les substances polymériques environnantes, protégeant ainsi les bactéries les plus 
éloignées de la source de cuivre (Teitzel & Parsek, 2003). 
Cependant, étant donné les multiples mécanismes de l’activité antibactérienne du cuivre, 
les processus de résistance sont plus difficiles à mettre en place pour la bactérie. A l’inverse, 
les antibiotiques n’engendrent généralement qu’une seule action ciblée sur le micro-organisme ; 
il lui est donc plus aisé d’en acquérir une résistance. C’est pourquoi, contrairement aux 
antibiotiques, peu de cas de résistance bactérienne face au cuivre sont reportés et il est peu 
probable que cela puisse un jour causer un problème de santé publique. 
 
IV.1.3. Le cuivre et les phosphates de calcium 
 
L’utilisation des propriétés antibactériennes du cuivre en association avec des            
(bio-)matériaux est très développée dans la littérature scientifique. De nombreux  supports 
différents ont fait l’objet d’incorporation de cuivre et diverses combinaisons ont vu le jour pour 
améliorer les performances antibactériennes de cet élément. Parmi les matériaux testés, on 
peut citer les bioverres à base de phosphates pour applications dentaires (Mulligan et al., 
2003), le polyéthylène (où le cuivre est incorporé en surface sous forme Cu0 ou de CuO)  pour 
applications médicales (Zhang et al., 2007 ; Zhang & Chu, 2008), les zéolithes pour le 
traitement de l’eau (Top & Ülkü, 2004), les films de nitrures de titane pour les équipements de la 
maison (Tian et al., 2007) ou encore les aluminosilicates (montmorillonites) pour l’alimentation 
animale (afin entre autre de réduire la contamination de la nourriture par des bactéries ou par 
des champignons) (Hu et al., 2008).  
 
L’incorporation de cuivre au sein de phosphates de calcium apatitiques a également fait 
l’objet de nombreuses études. Les domaines d’application de ces composés sont variés et vont 
du biomédical (Li et al., 2008b ; Stanić et al., 2010) au traitement des effluents (Fernane et al., 
2008 ; Šljivić et al., 2009) en passant par la fabrication d’engrais (Sutter et al., 2003 ; Sutter et 
al., 2005) ou de pigments   (Karpov et al., 2003). Deux types de composés peuvent être 
distingués : ceux dont le cuivre est incorporé durant la synthèse de l’apatite (Karpov et al., 
2003 ; Kim et al., 1998 ; Stanić et al., 2010 ; Sutter et al., 2003) et ceux dont le cuivre est ajouté 
a posteriori, le plus souvent par échanges ioniques (Bruckner et al., 1993 ; Fernane et al., 
2008 ; Li et al., 2008b ; Li et al., 2010). Nous nous intéresserons donc, dans un premier temps, 
aux phénomènes d’intégration et de libération du cuivre par les apatites puis dans un second 
temps aux caractéristiques physico-chimiques des apatites enrichies en cuivre. 
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Tout d’abord, il faut noter qu’en raison du grand nombre de protocoles différents de 
synthèse des apatites, il est difficile de comparer les divers systèmes entre eux. La physico-
chimie des composés utilisés ou obtenus n’est généralement pas la même d’un cas à l’autre, ce 
qui engendre parfois des résultats contradictoires.  
Ainsi, deux hypothèses s’opposent concernant l’incorporation d’ions cuivre par échange 
ionique dans les apatites phosphocalciques. Ces composés sont préparés en immergeant une 
certaine quantité de poudre d’apatite dans une solution contenant du cuivre. D’un côté, certains 
auteurs tels que Bruckner (Bruckner et al., 1993) soutiennent que le cuivre ne s’incorpore pas 
au réseau d’apatite mais forme une phase cristalline secondaire en surface des particules. En 
utilisant une hydroxyapatite calcinée immergée dans une solution de CuCl2.2H2O, et en variant 
les conditions de pH, de température et de concentration, Bruckner observa la formation de 
libéthénite, une phase cristalline de formule Cu2(PO4)OH, de structure orthorhombique et de 
groupe d’espace Pnnm (Bruckner et al., 1993). Fernane, de son côté, employa des apatites 
phosphocalciques sodées, déficientes en calcium et dont certains des groupements phosphates 
sont protonés, immergées dans des solutions de nitrates de cuivre à pH = 5 (Fernane et al., 
2008). Il conclut que la sorption de cuivre conduit à la précipitation d’une nouvelle phase solide, 
qu’il suppose être une apatite carbonatée substituée en cuivre. Ces résultats soutiennent 
l’hypothèse de l’obtention possible d’apatites contenant du cuivre comme l’ont observé d’autres 
auteurs (Li et al., 2006 ; Li et al., 2008b ; Misono & Hall, 1973 ; Sutter et al., 2003). Ces auteurs 
obtinrent ces composés enrichis en cuivre soit par échange ionique soit par synthèse 
« directe », nous allons nous intéresser à leurs caractéristiques physico-chimiques. 
Bien que la littérature semble mentionner l’existence d’une solution solide allant de 
Ca10(PO4)6(OH)2 à Cu10(PO4)6(OH)2 pour des composés stœchiométriques                        
(Pujari & Patel, 1989), la teneur maximale de cuivre reportée sur des apatites déficientes en 
calcium et contenant initialement du sodium (Li et al., 2008b) est de l’ordre de 15 % molaire 
(pourcentage total de cations). Suivant la méthode de synthèse, le cuivre semble s’incorporer 
différemment dans le réseau apatitique : par voie solide, en faisant réagir CaCO3, NH4H2PO4 et 
CuO à température élevée (≥ 600 °C), le cuivre serait incorporé sous forme d’oxocuprate CuO3
-, 
se situant dans les tunnels hexagonaux en site hydroxyde (Karpov et al., 2003). En voie liquide, 
la majorité des résultats semblent indiquer qu’indépendamment de l’état de cristallinité de 
l’apatite, les ions cuivre (sous forme Cu2+) s’insèrent en substitution d’ions calcium, 
généralement de type II, (Li et al., 2006 ; Li et al., 2008b ; Misono & Hall, 1973 ; Sutter et al., 
2003) où ils occupent des sites de symétrie octaédrique distordue (Sutter et al., 2003). 
Exceptionnellement, le cuivre se placerait au niveau de lacunes et/ou dans les tunnels 
hexagonaux (Li et al., 2008b). Stanic et Sutter ont observé que l’incorporation de cuivre dans 
des apatites bien cristallisées engendrait une baisse de l’état de cristallinité et suggérèrent ainsi 
que le cuivre présenterait un rôle d’inhibiteur de croissance cristalline pour les apatites (Stanić 
et al., 2010 ; Sutter et al., 2003). La diminution de la taille des cristallites est probablement la 
raison de l’augmentation de la surface spécifique observée dans certains systèmes               
(Liu et al., 2010). De plus, comme le cuivre possède un plus petit rayon ionique que le calcium 
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(0,72 Å et 0,99 Å respectivement), une diminution du volume de la maille cristalline ainsi qu’une 
diminution des paramètres de maille a et c furent reportées sur des apatites dont l’état de 
cristallinité était important (Stanić et al., 2010 ; Sutter et al., 2003). D’un point de vue chimique, 
l’ajout de cuivre génère des apatites dont la composition chimique s’écarte de la stœchiométrie 
à mesure que la quantité de cuivre augmente, ce qui fut indiqué par la diminution du rapport 
molaire (Ca+Cu)/P (Sutter et al., 2003 ; Yang et al., 2010). A l’inverse, lorsque les apatites 
contiennent des ions sodium en plus du calcium, l’incorporation de cuivre induit l’augmentation 
du rapport molaire (Ca+Cu)/P (Li et al., 2008b). Il semble également que les ions Cu2+ soient 
ségrégés en surface des cristaux d’apatites à l’inverse des ions Na+ dont la proportion serait 
plus importante dans le cœur (Li et al., 2008b).  
 
Concernant les propriétés biologiques de ces composés, les résultats observés au 
travers des diverses études se montrent relativement contradictoires. Des auteurs ont reporté la 
non toxicité de ces apatites phosphocalciques enrichies en cuivre vis-à-vis de cellules 
ostéogéniques (in vitro) ou en tests in vivo (Li et al., 2006 ; Sahithi et al., 2010 ;                   
Yang et al., 2010) tandis que d’autres ont observé un effet cytotoxique (Li et al., 2010) ; ces 
résultats suggèrent l’existence d’un « effet de dose » bien que ce point n’ait pas été analysé en 
détails. Au niveau des propriétés microbiologiques, plusieurs auteurs reportèrent une activité 
antibactérienne de leurs composés malgré des voies de synthèse, des caractéristiques physico-
chimiques des produits et des souches bactériennes (E. coli, S. aureus, S. mutans et 
C. albicans) différentes (Li et al., 2006 ; Sahithi et al., 2010 ; Stanić et al., 2010 ; Yang et al., 
2009). Yang mesura les MIC (« Minimum Inhibitory Concentrations ») pour des apatites 
enrichies en cuivre (synthétisées par coprécipitation à une température de 100 °C) sur des 
souches d’E. coli et de S. aureus, et obtint une valeur de 10-2 ppm pour les deux types de 
bactéries (Yang et al., 2009). En revanche, d’autres études conduites sur des composés et des 
bactéries similaires n’indiquèrent aucune action antimicrobienne (Kim et al., 1998). Il faut 
cependant noter que la mesure de la libération de cuivre est une analyse très rarement 
pratiquée et que les mécanismes et les cinétiques de libération des agents antibactériens 
peuvent varier d’un système à l’autre (Stanić et al., 2010 ; Sutter et al., 2005) et être 
responsables des résultats apparemment contradictoires obtenus. 
 
Malgré la variété des études impliquant des phosphates de calcium apatitiques 
contenant du cuivre, un nombre très limité d’auteurs se sont intéressés à des systèmes à base 
d’apatites faiblement cristallisées plus proches du minéral osseux. Nous nous sommes donc 
focalisés dans ce chapitre sur la réalisation et la caractérisation physico-chimique d’apatites 
nanocristallines biomimétiques dopées en cuivre. Dans un premier temps, l’étude sera axée sur 
la synthèse de composés préparés à partir du protocole de « référence » (voir chapitre II 
section II.1.1) puis nous étudierons l’influence des principaux paramètres de synthèse (à savoir 
le temps, le pH et la température de maturation ainsi que la nature des sels de phosphate de 
départ) sur la physico-chimie des composés obtenus ainsi que leur capacité à incorporer du 
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cuivre. Une étude visant à enrichir préférentiellement la surface des nanocristaux d’apatites a 
également été menée grâce à la collaboration d’une technicienne contractuelle (Oriana Fort) sur 
une période de 8 mois. Enfin, la dernière partie de ce chapitre s’orientera sur l’évaluation 
(micro-)biologique de ces apatites nanocristallines dopées en cuivre. 
 
IV.2. Synthèse et caractérisations physico-chimiques des composés 
enrichis en cuivre 
 
Dans cette partie du chapitre, nous nous intéresserons à l’obtention d’apatites 
nanocristallines contenant du cuivre, pour lesquelles cet élément sera ajouté conjointement au 
calcium en début de synthèse afin de potentiellement enrichir à la fois le cœur et la surface des 
nanocristaux d’apatites formés. Nous évaluerons l’incidence des principaux paramètres de 
synthèse sur l’obtention de ces composés que nous caractériserons d’un point de vue physico-
chimique. 
 
IV.2.1. Utilisation du protocole de référence 
IV.2.1.1. Synthèse 
 
De la même manière que pour les composés enrichis en zinc, la première étape que 
nous avons envisagée pour l’enrichissement en cuivre des apatites nanocristallines a été 
d’utiliser le protocole de synthèse de « référence », décrit dans le chapitre II à la section II.1.1, 
en remplaçant une partie des ions calcium par des ions cuivre. Voici le détail du protocole de 
synthèse suivi ici : 
 
D’un côté, une solution « cationique » (solution A) est préparée en dissolvant, dans 
750 mL d’eau désionisée, des sels de nitrate de calcium (Ca(NO3)2.4H2O) et de nitrate de 
cuivre (Cu(NO3)2.3H2O) en proportions variables tout en conservant une concentration en 
cations totaux (Ca2+ + Cu2+) de 0,3 mol/L. D’un autre côté, une solution de phosphate 
(solution B) est réalisée par dissolution d’un sel d’hydrogénophosphate d’ammonium 
((NH4)2HPO4) dans 1500 mL d’eau désionisée à la concentration de 0,6 mol/L en ions 
phosphate. Les différentes proportions initiales de cuivre en solution étudiées ici sont résumées 
dans le Tableau IV.40. 
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Référence
de
l'échantillon
[Ca
2+
] 
dans la solution A
(mol/L)
[Cu
2+
] 
dans la solution A
(mol/L)
% mol. de cuivre 
initial (solution)
( [Cu
2+
]i / ([Ca
2+
]i + [Cu
2+
]i) )
1j-2%Cu 0,29 0,01 2,0%
1j-4%Cu 0,28 0,01 4,0%
1j-5%Cu 0,28 0,01 5,0%
1j-10%Cu 0,26 0,03 10,1%
 
Tableau IV.40 : Quantités relative et absolue en cations employées dans la synthèse des échantillons enrichis en cuivre 
en suivant le protocole de référence à diverses teneurs en cuivre 
 
La solution A est versée dans la solution B sous agitation pendant 5 minutes. Le milieu 
de précipitation est laissé à reposer (à « maturer ») pendant 24 heures sans agitation avant 
d’être filtré. Enfin, le composé obtenu est lavé avec 4 L d’eau désionisée puis lyophilisé pendant 
3 jours. Un schéma des étapes de synthèse est présenté à la Figure IV.90. 
 
 
Figure IV.90: Représentation schématique du protocole de synthèse de référence en présence de cuivre 
 
IV.2.1.2. Caractérisations physicochimiques 
 
Des analyses par diffraction des rayons X ont été réalisées sur les échantillons préparés 
suivant le protocole de « référence » en présence de teneurs relatives initiales en cuivre 
croissantes, comprises entre 0 et 10 % de cuivre (pourcentage molaire de cations). Les 
diffractogrammes sont reportés à la Figure IV.91. 
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Figure IV.91 : Diagramme de diffraction des rayons X des composés synthétisés en suivant le protocole de « référence » 
(1 jour de maturation, à température ambiante et pH = 7,2) en présence de teneurs relatives initiales en cuivre 
croissante comprises entre 2 et 10 % (pourcentage molaire par rapport aux cations totaux), en comparaison avec 
l’apatite nanocristalline non dopée de référence 
 
Les résultats de ces mesures indiquent que : 
- avec 10 % molaire de cuivre en solution (échantillon 1j-10%Cu), le système se 
compose de deux phases cristallines : une phase apatitique et une phase de brushite 
(éventuellement dopée en cuivre) 
- avec 2, 4 et 5 % molaire de cuivre (échantillons 1j-2%Cu, 1j-4%Cu et 1j-5%Cu), 
seules les raies caractéristiques d’apatites faiblement cristallisées sont observées. De 
plus, un amoindrissement de la résolution des diagrammes DRX est détecté lorsque 
la teneur initiale en cuivre augmente.  
 
La spectroscopie infrarouge a également été utilisée pour caractériser les échantillons 
synthétisés via le protocole de référence et en présence de cuivre. Les spectres obtenus lors de 
ces analyses sont présentés à la Figure IV.92. 
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Figure IV.92 : Spectre FTIR des composés synthétisés en suivant le protocole de « référence » (1 jour de maturation, à température ambiante et pH = 7,2) en présence de teneurs 
relatives initiales en cuivre croissante comprises entre 2 et 10 % (pourcentage molaire par rapport aux cations totaux), en comparaison avec l’apatite nanocristalline non dopée 
de référence et de la brushite de référence 
Chapitre IV – Enrichissement en cuivre  
 243 
Ces spectres FTIR révèlent que : 
- avec 10 % molaire de cuivre en solution (échantillon 1j-10%Cu), seules les bandes 
caractéristiques des apatites nanocristallines sont observées et aucune bande 
attribuable à la brushite n’est détectable, alors que la DRX révélait un système 
biphasé composé d’apatite et de brushite pour cet échantillon. La spectroscopie 
infrarouge ne permet donc pas de détecter ici la présence de brushite avec la même 
sensibilité que la DRX. 
- avec 2 % et 5 % molaire de cuivre en solution (échantillon 1j-2%Cu et 1j-5%Cu 
respectivement), les bandes caractéristiques des apatites nanocristallines sont 
observées mais des bandes additionnelles sont également présentes dans les zones 
spectrales 1300-1600 cm-1 et 2500-3300 cm-1. Ces bandes sont situées à des 
positions qui ne correspondent ni aux positions des bandes de la brushite ni à la 
vibration d’ions carbonate généralement observée pour des apatites carbonatées 
(voir section II.2.3 du chapitre II). En revanche, il se peut que ces bandes 
additionnelles soient attribuables à la présence d’ions ammonium (NH4
+) en tant 
qu’impuretés dans la mesure où les zones spectrales (1300-1600 cm-1 et            
2500-3300 cm-1) dans lesquelles elles apparaissent sont caractéristiques de tels ions    
(Deb & Verma, 2010 ; Petit et al., 1999). 
- à 4 % molaire initial en cuivre (échantillon 1j-4%Cu), seules les bandes 
caractéristiques des apatites nanocristallines sont observées ici, sans aucune bande 
additionnelle clairement détectable.  
 
Afin d’approfondir davantage l’influence du cuivre sur les caractéristiques physico-
chimiques des apatites nanocristallines, des analyses plus approfondies ont été réalisées sur 
l’échantillon 1j-4%Cu (synthétisé en présence de 4 % molaire en cuivre) dans la mesure où 
c’est le seul échantillon qui a fourni à la fois un diagramme DRX et un spectre FTIR 
caractéristiques des apatites nanocristallines monophasées exemptes d’impuretés.  
 
Tout d’abord, un dosage des espèces chimiques du composé a été réalisé par 
complexométrie pour le dosage des cations totaux et par spectrophotométrie pour les espèces 
phosphatées (détails dans la section II.1.2.3.1 du chapitre II). Le dosage du cuivre seul a été 
réalisé par spectrophotométrie en utilisant les propriétés de coloration (bleue) que possède le 
cuivre en solution. Brièvement, après dissolution de 100 mg de l’échantillon avec 1 mL d’acide 
perchlorique 6 mol/L, dans 10 mL, la solution a directement été analysée au spectrophotomètre 
à la longueur d’onde de 810 nm. On obtient ainsi une valeur d’absorbance proportionnelle à la 
concentration en cuivre.  
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Ainsi, comme le suggère la coloration bleue de la poudre d’apatite nanocristalline 
enrichie en cuivre dans ces conditions, les résultats de ces dosages chimiques confirment la 
présence de cuivre dans l’échantillon. De plus, la teneur en cuivre globale dans ce composé, 
mesurée ici et dont les valeurs sont présentées au Tableau IV.41, est équivalente à celle 
introduite initialement lors de la synthèse, à savoir 4 % molaire (pourcentage de cations). Les 
dosages chimiques, dont les résultats sont reportés dans le Tableau IV.41,  mettent également 
en évidence une augmentati ;on de la teneur en ions HPO4
2- et une diminution du rapport 
molaire (Ca+Cu)/P avec l’incorporation de cuivre en comparaison avec le composé de 
référence synthétisé dans les mêmes conditions mais en absence de cuivre. Ainsi, les apatites 
nanocristallines enrichies en cuivre ont une composition plus éloignée de la stœchiométrie que 
celles n’en contenant pas, à paramètres de synthèse constants (température ambiante, pH = 
7,2 et 1 jour de maturation). 
 
Référence 
de 
l'échantillon
% mol. de cuivre
initial (solution)
( [Cu
2+
]i / ([Ca
2+
]i + [Cu
2+
]i) )
% mol. de cuivre
final (solide)
( [Cu
2+
]f / ([Ca
2+
]f + [Cu
2+
]f) )
% mol. de HPO4
2-
final (solide)
( [HPO4
2-
]f / ([HPO4
2-
]f + [PO4
3-
]f) )
Rapport 
molaire
(Ca+Cu) / P 
1j-0%Cu 0,0% 0,0% 17% ± 1% 1,46 ± 0,02
1j-4%Cu 4,0% 4,2% 32% ± 1% 1,36 ± 0,02
 
Tableau IV.41 : Dosage chimique d’une apatite nanocristalline enrichie à 4 % molaire en cuivre synthétisée suivant le 
protocole de référence (échantillon 1j-4%Cu) comparé à une apatite nanocristalline non dopée synthétisée dans les 
mêmes conditions (température ambiante, pH = 7,2 et 1 jour de maturation) 
 
La diffraction des rayons X (Figure IV.91) a mis en évidence une baisse de l’état de 
cristallinité, attestée par une moindre résolution des diagrammes et un élargissement des raies 
de diffraction, lorsque les apatites nanocristallines contiennent du cuivre. Ces résultats sont 
soutenus par l’analyse par profile fitting réalisée sur le diagramme DRX de l’apatite 
nanocristalline synthétisée en présence de 4 % molaire en cuivre ayant un temps de maturation 
de 1 jour, dont les résultats  sont présentés dans le Tableau IV.42 en comparaison avec une 
apatite nanocristalline de référence non dopée (maturée 1 jour à température ambiante et à 
pH = 7,2). En effet, la baisse de cristallinité observée en présence de cuivre est traduite ici par 
une diminution des dimensions des cristallites (baisse de 15 à 22 % des valeurs L(00l) et 
d’environ 30 % des valeurs L(hk0)) ainsi que par une augmentation du désordre cristallin 
(hausse du paramètre de distorsion g002 de près de 60 %). L’analyse par profile fitting révèle 
également qu’en présence de cuivre le volume de la maille cristalline est égal à 526,4 ± 0,9 Å3 
alors qu’il vaut 529,9 ± 0,5 Å3 pour l’apatite non dopée. De manière similaire à ce qui avait été 
observé pour les échantillons enrichis en zinc, l’incorporation de cuivre dans les apatites 
nanocristallines entraîne donc une diminution significative du volume de maille cristalline. L’ion 
Cu2+ possédant un rayon plus faible que l’ion Ca2+ (0,72 Å contre 0,99 Å respectivement), à 
l’instar de l’ion Zn2+ (0,74 Å), il est probable que cette diminution du volume de maille soit due à 
l’incorporation d’ions cuivre au sein du cœur apatitique en site cationique.  
 
Chapitre IV – Enrichissement en cuivre  
 245 
L (002 )
(nm)
L (310 )
(nm)
L (00 l )
(nm)
L (h 00 )
(nm)
Non dopée 19,4 ± 0,1 3,5 ± 0,1 14,5 ± 0,2 2,4 ± 0,1 0,0072 ± 0,0002 529,9 ± 0,5
1j-4%Cu 15,2 ± 0,1 2,4 ± 0,1 12,4 ± 0,2 1,7 ± 0,2 0,0115 ± 0,0003 526,4 ± 0,9
g(002)
V maille 
(Å
3
)
Référence
de
l'échantillon
Scherrer Hosemann & Vogel
 
Tableau IV.42 : Résultats issus de profile fitting réalisés sur des diffractogrammes de rayons X ( Cu)  d’apatites 
nanocristallines synthétisées avec un temps de maturation de 1 jour (à température ambiante et à pH = 7,2)  en 
présence de 0 % ou 5 % molaire en cuivre (pourcentage par rapport aux cations totaux) 
 
La décomposition spectrale des données infrarouge dans le domaine 400-800 cm-1, dont 
les résultats sont reportés sur la Figure IV.93, a permis par ailleurs de déceler une baisse 
significative de la teneur relative en ions OH- apatitiques après incorporation de cuivre. Ceci 
confirme une nouvelle fois un écart plus important à la stœchiométrie de l’apatite enrichie en 
cuivre. De plus, il a également été observé une légère augmentation (de l’ordre de 9 %) de la 
teneur relative en ions HPO4
2- non-apatitiques de surface.  
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Figure IV.93 : Évolution des quantités relatives en ions HPO4
2-
 non-apatitiques et OH
-
 apatitiques relevées par 
décomposition spectrale FTIR  pour des apatites nanocristallines synthétisées avec un temps de maturation de 1 jour, 
enrichies ou non avec une teneur relative en cuivre de 4 % molaire (pourcentage par rapport aux cations totaux), à 
conditions de synthèse identiques (température ambiante, pH = 7,2 et 1 jour de maturation) 
 
En conclusion, toutes ces données montrent que l’obtention d’apatites nanocristallines 
enrichies en cuivre est possible. Cependant, dans ces conditions de synthèse (température 
ambiante, pH = 7,2 et avec 1 jour de maturation), lorsque la teneur initiale en cuivre est égale à 
10 % molaire, la présence de brushite est également observée. Déjà évoquée dans les 
chapitres I et II, la brushite est un phosphate de calcium thermodynamiquement plus stable que 
l’apatite en conditions acides, à pH inférieur à 4. Nous avons également observé 
expérimentalement que la formation de cette phase se réalisait lorsque le pH de la synthèse 
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était abaissé à 6. L’hypothèse de l’acidification du milieu par la présence du cuivre a été 
envisagée dans la mesure où les ions Cu2+ peuvent facilement s’hydrolyser et former des 
espèces [CuOH]+ (Bruckner et al., 1993). Or, ici le pH de la solution de précipitation n’est pas à 
l’origine de la formation de la brushite puisqu’au cours de la maturation en solution, le pH en 
solution ne descend pas en dessous de 7,1. Il semble donc que l’élément cuivre favorise la 
formation de brushite dans ces conditions. Cela peut possiblement s’expliquer par une 
incorporation partielle de cuivre au sein de la structure de la brushite. Ce phénomène sera 
développé dans la section IV.2.3 de ce chapitre. 
En présence de taux initiaux en cuivre inférieurs à 10 % molaire, le protocole de 
synthèse de référence conduit à la formation d’apatites nanocristallines que la DRX révèle 
comme monophasées. Il apparaît néanmoins qu’un paramètre qui n’a pas été identifié puisse 
dans certains cas engendrer la présence résiduelle d’ions ammonium (NH4
+) dans les 
composés. Parmi les différents échantillons étudiés dans cette section, seul celui enrichi à 4 % 
molaire en cuivre (échantillon 1j-4%Cu) apparaissait formé d’apatite nanocristalline 
monophasée exempte d’ions ammonium. Les données obtenues sur cet échantillon révèlent 
que l’incorporation du cuivre s’effectue en proportion équivalente entre les conditions initiales 
de précipitation et le produit final. Cependant, la présence de cuivre engendre des modifications 
non-négligeables sur les caractéristiques physico-chimiques de l’apatite. En effet, l’incorporation 
de cuivre génère une baisse de l’état de cristallinité, corrélée à un écart à la stœchiométrie plus 
important et un développement des environnements non-apatitiques de surface. Toutes ces 
observations suggèrent que le cuivre joue le rôle d’inhibiteur de maturation pour les apatites 
nanocristallines. Ceci rappelle les conclusions de la littérature qui indiquaient une baisse de 
l’état de cristallinité de composés apatitiques avec l’incorporation de cuivre (Stanić et al., 2010 ; 
Sutter et al., 2003). 
 
Dans la suite de cette étude, nous nous intéresserons à l’influence des paramètres de 
synthèse sur l’obtention et l’incorporation de cuivre dans les apatites nanocristallines. 
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IV.2.2. Effets des paramètres de synthèse 
 
De la même manière que pour les échantillons enrichis en zinc, nous avons testé 
l’influence des principaux paramètres de synthèse sur l’incorporation du cuivre dans les apatites 
nanocristallines et sur leurs caractéristiques physico-chimiques. Ainsi, le temps de maturation 
en solution, le pH et la température de maturation ainsi que la nature des sels de phosphates 
de départ ont été évalués.  
IV.2.2.1. Effet du temps de maturation en solution 
 
L’influence du temps de maturation en solution (étudié entre 20 minutes et 31 jours) sur 
l’incorporation du cuivre et les caractéristiques physico-chimiques des apatites dopées a été 
étudiée. Pour cela, nous avons réalisé des synthèses en s’inspirant du protocole de 
« référence » auquel seulement le temps de maturation en solution et la teneur relative en 
cuivre ont été modifiés. Les combinaisons « temps de maturation/quantités de cuivre » étudiées 
ici sont résumées dans le Tableau IV.43 : 
 
Référence
de
l'échantillon
[Ca
2+
] 
dans la solution A
(mol/L)
[Cu
2+
] 
dans la solution A
(mol/L)
% molaire initial
de cuivre
( [Cu
2+
]i / ([Ca
2+
]i + [Cu
2+
]i) )
Temps 
de maturation
en solution
0j-5%Cu 0,28 0,01 5,0% 20 minutes
0j-10%Cu 0,26 0,03 10,0% 20 minutes
3j-5%Cu 0,28 0,01 5,0% 3 jours
3j-10%Cu 0,26 0,03 10,0% 3 jours
6j-5%Cu 0,28 0,01 5,0% 6 jours
6j-10%Cu 0,26 0,03 10,0% 6 jours
11j-5%Cu 0,28 0,01 5,0% 11 jours
31j-5%Cu 0,28 0,01 5,0% 31 jours
 
Tableau IV.43 : Quantités relative et absolue en cations et temps de maturation en solution employés dans la synthèse 
des échantillons enrichies en cuivre en suivant le protocole de référence à diverses teneurs en cuivre et temps de 
maturation 
 
La diffraction des rayons X réalisée sur ces échantillons révèle que pour 10 % molaire 
initial en cuivre (Figure IV.94), tous les systèmes sont composés de brushite avec ou sans 
présence d’apatite, et ce indépendamment du temps de maturation en solution (échantillons   
0j-10%Cu, 3j-10%Cu et 6j-10%Cu). Il ne semble donc pas possible d’obtenir des apatites 
nanocristallines monophasées en incorporant une teneur relative en cuivre supérieure ou égale 
à 10 % molaire dans ces conditions de synthèse (température ambiante et pH = 7,2 et en 
utilisant (NH4)2HPO4 comme sel de phosphate). 
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Figure IV.94 : Diagramme de DRX des composés synthétisés avec (NH4)2HPO4, à température ambiante et à pH = 7,2,  ayant des teneurs relative initiale en cuivre de 10 % 
molaire (pourcentage par rapport aux cations totaux) et des temps de maturation compris entre 0 et 6 jours 
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A 5 % molaire initial en cuivre, les résultats DRX (Figure IV.95) sont plus délicats à 
interpréter : 
- lorsque le temps de maturation en solution est égal à 20 minutes, 3 jours, 6 jours ou 
31 jours (échantillons 0j-5%Cu, 3j-5%Cu, 6j-5%Cu et 31j-5%Cu respectivement), les 
diagrammes DRX ne révèlent que les pics de diffraction des apatites nanocristallines, 
sans phases secondaires détectées. De plus, ces diagrammes possèdent une 
meilleure résolution à mesure de l’augmentation du temps de maturation en solution 
- lorsque le temps de maturation en solution est de 11 jours (échantillons 11j-5%Cu), 
les diagrammes DRX révèlent des systèmes biphasés composés d’apatite 
nanocristalline et de brushite.  
 
Il ne semble donc pas y avoir de cohérence entre le temps de maturation en solution et 
la formation de brushite.  
 
La spectroscopie infrarouge a été utilisée pour caractériser les échantillons synthétisés 
en présence de 5 % molaire en cuivre avec des temps de maturation allant de 20 minutes à 31 
jours (échantillons 0j-5%Cu, 3j-5%Cu, 6j-5%Cu, 11j-5%Cu et 31j-5%Cu). Les spectres obtenus 
sont reportés dans la Figure IV.96. 
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Figure IV.95 : Diagramme de DRX des composés synthétisés avec (NH4)2HPO4, à température ambiante et à pH = 7,2,  ayant des teneurs relatives initiales en cuivre de 5 % 
molaire (pourcentage par rapport aux cations totaux) et des temps de maturation compris entre 0 et 31 jours 
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Figure IV.96 : Spectres FTIR des composés synthétisés avec (NH4)2HPO4, à température ambiante et à pH = 7,2,  ayant des teneurs relatives initiales en cuivre de 5 % molaire 
(pourcentage par rapport aux cations totaux) et des temps de maturation compris entre 0 et 31 jours 
Chapitre IV – Enrichissement en cuivre  
 252 
Ces résultats FTIR confirment ceux obtenus par DRX puisque les échantillons d’apatites 
monophasés (échantillons 0j-5%Cu, 3j-5%Cu et 31j-5%Cu), à l’exception de l’échantillon 
maturé 6 jours (échantillon 6j-5%Cu) présentent des spectres uniquement composés des 
bandes d’absorption caractéristiques des apatites nanocristallines alors que les échantillons 
biphasés « apatite/brushite » (échantillons 11j-5%Cu) révèlent des bandes additionnelles 
caractéristiques de la brushite. En revanche, pour l’échantillon maturé 6 jours (échantillon       
6j-5%Cu), des bandes additionnelles, qui ne sont pas attribuables à la brushite, peuvent être 
observées. Ces bandes situées dans les domaines 1300-1600 cm-1 et 2500-3300 cm-1 sont 
similaires à celle déjà observées dans la section précédente (section IV.2.1.2) pour les 
échantillons synthétisés avec 2 % et 5 % en cuivre dont le temps de maturation est de 1 jour, 
qui avaient été attribuées à une potentielle pollution par des ions NH4
+. Une nouvelle fois, tous 
les échantillons d’apatites enrichis en cuivre dans ces conditions de synthèse ne présentent pas 
ces bandes et l’apparition de ces bandes ne paraît pas se produire de manière contrôlée. 
 
Une analyse plus approfondie a été menée sur les échantillons uniquement composés 
d’apatites nanocristallines afin d’observer l’influence du cuivre sur leurs caractéristiques 
physico-chimiques. Pour plus de clarté, nous prendrons comme exemple l’échantillon d’apatite 
nanocristalline dopée à 5% en cuivre maturée pendant 3 jours (échantillon 3j-5%Cu).  
Le dosage des espèces chimiques révèle, en premier lieu, que les quantités relatives en 
cuivre incorporées initialement lors de la synthèse se retrouvent dans la composition finale de la 
poudre, comme l’indiquent les résultats du Tableau IV.44. Ces résultats suggèrent qu’il n’y a pas 
d’incorporation préférentielle du calcium ou du cuivre dans les apatites obtenues en 
« conditions biomimétiques ». Ces analyses révèlent également que le rapport molaire 
(Ca+Cu)/P est relativement similaire lorsque la teneur initiale en cuivre est 0 ou 5 % molaire 
(1,47 ± 0,02 et 1,49 ± 0,02 respectivement). On peut cependant observé que l’enrichissement à 
5 % en cuivre conduit à une augmentation de la quantité relative en ions hydrogénophosphate 
(HPO4
2-) (Tableau IV.44).  
 
Référence
de
l'échantillon
% mol. de cuivre
initial (solution)
( [Cu
2+
]i / ([Ca
2+
]i + [Cu
2+
]i) )
% mol. de cuivre
final (solide)
( [Cu
2+
]f / ([Ca
2+
]f + [Cu
2+
]f) )
% mol. de HPO4
2-
final (solide)
( [HPO4
2-
]f / ([HPO4
2-
]f + [PO4
3-
]f) )
Rapport 
molaire
(Ca+Cu) / P 
3j-0%Cu 0 0 15% ± 1% 1,47 ± 0,02
3j-5%Cu 5,0% 4,6% 22% ± 1% 1,49 ± 0,02
 
Tableau IV.44 : Dosages chimiques des apatites nanocristallines synthétisés avec un temps de maturation de 3 jours et 
en présence de 0 et 5 % molaire en cuivre 
 
La diffraction des rayons X a également été employée pour caractériser et comparer les 
échantillons dopés en cuivre avec ceux non dopés. Ces analyses montrent que la présence de 
cuivre (à 5 % molaire initial) dans le milieu de synthèse forme des apatites nanocristallines dont 
les diffractorgrammes DRX sont moins bien résolus et présentent des raies de diffraction plus 
larges en comparaison avec des composés non dopés en cuivre. Après analyse par profile 
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fitting, l’élargissement des raies de diffraction apparaît être dû à une diminution de la taille des 
cristallites à la fois dans les directions (00l) et (hk0), comme l’indiquent les résultats obtenus à 
partir des modèles de Scherrer ou de Hosemann et Vogel résumés dans le Tableau IV.45. Ainsi, 
pour des apatites nanocristallines ayant un temps de maturation de 3 jours, l’ajout de 5 % 
molaire de cuivre (échantillon 3j-5%Cu) engendre une diminution de L(00l) d’environ 35 % et 
L(h00) de près de 40 %. L’utilisation du modèle de Hosemann et Vogel montre également une 
augmentation du paramètre de distorsion dans la direction (002), « g002 », de près 30 % avec 
l’incorporation de 5 % en cuivre dans les apatites dont le temps de maturation est de 3 jours 
(Tableau IV.45). Enfin, à l’instar de ce qui avait été observé pour les apatites nanocristallines 
enrichies en zinc (chapitre III), le calcul des paramètres de maille par profile fitting révèle une 
diminution du volume moyen de la maille cristalline après ajout de cuivre, comme le montre 
l’exemple pour l’échantillon 3j-5%Cu donné dans le Tableau IV.45.  
 
L (002 )
(nm)
L (310 )
(nm)
L (00 l )
(nm)
L (h 00 )
(nm)
3j-0%Cu 22,0 ± 0,1 3,8 ± 0,1 16,2 ± 0,1 2,6 ± 0,1 0,0071 ± 0,0001 529,3 ± 0,8
3j-5%Cu 14,2 ± 0,1 2,3 ± 0,1 10,9 ± 0,1 1,5 ± 0,1 0,0093 ± 0,0001 527,0 ± 1,0
g(002)
V maille 
(Å
3
)
Référence
de
l'échantillon
Scherrer Hosemann & Vogel
 
Tableau IV.45 : Résultats issus de profile fitting réalisés sur des diffactogrammes de rayons X ( Cu)  d’apatites 
nanocristallines synthétisées avec un temps de maturation de 3 jour (à température ambiante et à pH = 7,2)  en 
présence de 0 % ou 5 % molaire en cuivre (pourcentage par rapport aux cations totaux) 
 
La décomposition spectrale réalisée dans la région 400-800 cm-1 des spectres FTIR des 
apatites nanocristallines monophasées dopées à 5 % molaire en cuivre a été également été 
effectuée. Ces résultats sont illustrés avec l’exemple de l’échantillon dopé à 5 % molaire en 
cuivre maturé 3 jours (échantillon 3j-5%Cu) dont les résultats issus de la décomposition 
spectrale sont présentés à la Figure IV.97. Ils indiquent qu’avec l’incorporation du cuivre, on 
observe une augmentation de la teneur relative en ions HPO4
2- non-apatitiques ainsi qu’une 
disparition de la bande attribuée aux ions OH- apatitiques (située à 631 cm-1).  
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Figure IV.97 : Évolution des quantités relatives en ions HPO4
2-
 non-apatitiques et OH
-
 apatitiques relevées par 
décomposition spectrale FTIR  pour des apatites nanocristallines synthétisées avec un temps de maturation de 3 jours, 
enrichies ou non avec une teneur relative en cuivre de 5 % molaire (pourcentage par rapport aux cations totaux), à 
conditions de synthèse identiques 
 
Nous venons donc de voir qu’une teneur de 5 % molaire peut être atteinte dans les 
apatites nanocristallines avec les conditions de synthèse évoquées précédemment, à savoir à 
température ambiante, pH = 7,2, en utilisant (NH4)2HPO4 comme sel de phosphate de départ et 
avec divers temps de maturation. En revanche, la formation de brushite aux côtés de l’apatite a 
également été observée dans certains cas, sans qu’un lien direct avec l’un des paramètres de 
synthèse puisse être formellement établi.  
Une analyse plus détaillée des échantillons d’apatites nanocristallines monophasées 
enrichies à 5 % en cuivre révèle que : 
- la concentration en cuivre initialement introduite lors de la synthèse est conservée 
dans le composé final, 
- l’ajout de cuivre conduit à une diminution du volume de maille cristalline du réseau 
apatitique. Le diamètre de l’ion cuivre étant, à l’instar de l’ion zinc, plus petit que celui 
de l’ion calcium (0,72 Å contre 0,99 Å respectivement), il est hautement probable que 
cette diminution du volume de maille soit engendrée par l’intégration d’ions cuivre au 
sein du réseau apatitique en remplacement de certains ions calcium, 
- l’incorporation de cuivre dans le réseau apatitique génère une baisse de l’état de 
cristallinité en raison à la fois d’une diminution de la taille des cristallites mais 
également d’une désorganisation de l’arrangement atomique, 
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- la composition chimique globale des apatites nanocristallines est plus éloignée de la 
stœchiométrie en présence de cuivre en comparaison avec des composés non dopés 
(à temps de maturation en solution égal), 
- en présence de cuivre, les apatites nanocristallines présentent des environnements 
non-apatitiques plus développés. 
 
Ces phénomènes attestent d’un abaissement de l’état de maturation lors de 
l’incorporation de cuivre dans les apatites. Ils suggèrent donc une nouvelle fois que le cuivre 
présente un effet inhibiteur de maturation pour les apatites au même titre que le zinc (voir 
chapitre III section III.2.1.2) dans ces conditions de synthèse. 
 
Il faut cependant noter que la comparaison des différents échantillons d’apatites 
nanocristallines (monophasées) enrichies à 5 % molaire en cuivre, révèle une amélioration de 
l’état de cristallinité, une diminution des espèces en environnements non-apatitiques et une 
augmentation de la teneur en ions OH- apatitiques à mesure que le temps de maturation 
augmente. Ces résultats sont illustrés par les diagrammes DRX de la Figure IV.95 et par les 
données de décompositions spectrales, présentées à la Figure IV.98, réalisées sur les spectres 
FTIR des apatites nanocristallines enrichies à 5 % en cuivre ayant pour temps de maturation en 
solution 1, 3 et 31 jours (échantillons 1j-5%Cu, 3j-5%Cu et 31j-5%Cu). Ainsi, il apparaît que 
l’effet inhibiteur de maturation, que présente le cuivre sur les apatites ne stoppe pas les 
processus de maturation en solution mais ne fait que les ralentir, puisque les échantillons ayant 
subi une maturation en solution plus longue présentent un meilleur « état de maturation ».  
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Figure IV.98 : Évolution des quantités relatives en ions HPO4
2-
 non-apatitiques et OH
-
 apatitiques relevées par 
décomposition spectrale FTIR  pour des apatites nanocristallines enrichies avec une teneur relative en cuivre de 5 % 
molaire (pourcentage par rapport aux cations totaux), et ayant des temps de maturation en solution compris entre 1 et 
31 jours 
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IV.2.2.2. Effet du pH 
 
Dans la mesure où la brushite, qui semble être stabilisée par la présence de cuivre, est 
une phase que l’on rencontre généralement à bas pH, il nous a paru pertinent d’étudier 
l’influence d’un pH alcalin, ici fixés à 8, sur l’enrichissement en cuivre d’apatites nanocristallines 
monophasées. Des synthèses de composés, qui sans contrôle du pH généraient la formation 
de brushite, ont été réalisées en ajustant le pH à 8 à l’aide d’ammoniaque. Le protocole de 
synthèse est le suivant : 
Une solution A de cations est préparée à partir de sels de nitrate de calcium et de cuivre, 
préalablement dissous dans 750 mL d’eau désionisée, en proportions variables tout en 
conservant une concentration en cations totaux (Ca2+ + Cu2+) de 0,3 mol/L. Parallèlement, une 
solution B de phosphate est réalisée en dissolvant un sel d’hydrogénophosphate d’ammonium 
((NH4)2HPO4) dans 1500 mL d’eau désionisée à la concentration en phosphates de 0,6 mol/L.  
La solution A est rapidement versée dans la solution B sous agitation et à température 
ambiante. Immédiatement après précipitation, le pH de la solution est contrôlé puis ajusté à 8 
par addition de (NH4)OH à 1 mol/L. Le milieu de précipitation est laissé à « maturer » ainsi 
pendant une durée définie. A la fin de ce temps de maturation, le précipité est filtré, lavé puis 
lyophilisé suivant les indications détaillées dans le protocole de synthèse de « référence ». Le 
Tableau IV.46 résume les paramètres de synthèse variables que nous avons étudiés ici, à savoir 
la teneur relative initiale en cuivre et le temps de maturation. 
 
Référence
de
l'échantillon
pH
en solution
Temps 
de maturation
en solution
[Ca
2+
] 
dans la solution A
(mol/L)
[Cu
2+
] 
dans la solution A
(mol/L)
% molaire initial
de cuivre
( [Cu
2+
]i / ([Ca
2+
]i + [Cu
2+
]i) )
1j-5%Cu-pH8 8 1 jour 0,28 0,01 5,0%
3j-5%Cu-pH8 8 3 jours 0,28 0,01 5,0%
3j-10%Cu-pH8 8 3 jours 0,27 0,03 10,0%
3j-15%Cu-pH8 8 3 jours 0,25 0,04 15,0%
6j-5%Cu-pH8 8 6 jours 0,28 0,01 5,0%
 
Tableau IV.46 : Quantités relative et absolue en cations et temps de maturation en solution employés dans la synthèse 
des échantillons enrichis entre 5 et 15 % en cuivre et synthétisées à pH = 8 
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IV.2.2.2.1. Influence de la teneur en cuivre 
 
Dans cette sous-section, nous nous focaliserons sur les échantillons synthétisés à 
pH = 8 avec un temps de maturation de 3 jours et enrichies entre 5 et 15 % molaire initial en 
cuivre (échantillons 3j-5%Cu-pH8, 3j-10%Cu-pH8 et 3j-15%Cu-pH8). 
 
La diffraction des rayons X réalisée sur ces échantillons, dont les diagrammes sont 
reportés à la Figure IV.99, révèle que tous les composés synthétisés ici produisent un 
diffractogramme ne comportant que les pics de diffraction caractéristiques des apatites 
nanocristallines, sans raies additionnelles. Il apparaît cependant un amoindrissement de la 
résolution des diagrammes DRX au fur et à mesure de que la teneur initiale en cuivre 
augmente. Ainsi, lorsque le pH de maturation est ajusté à 8, les synthèses réalisées en 
présence de cuivre (jusqu’à 15 % molaire) conduisent à la formation d’apatites nanocristallines 
monophasées dont l’état de cristallinité diminue avec l’augmentation de la teneur en cuivre. 
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Figure IV.99 : Diagrammes de diffraction des rayons X d’apatites nanocristallines synthétisées à pH=8 et à 
température ambiante ayant un temps de maturation de 3 jours et des teneurs relatives initiales en cuivre croissantes, 
entre 5 et 15 % molaire 
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Pour approfondir ces données DRX, une analyse par profile fitting des diffractogrammes  
des échantillons 3j-5%Cu-pH8, 3j-10%Cu-pH8 et 3j-15%Cu-pH8 synthétisés à pH = 8 avec un 
temps de maturation de 3 jours et en présence de 5, 10 et 15 % molaire en cuivre 
respectivement a été menée. Les résultats obtenus de ces analyses sont reportés dans le 
Tableau IV.47. Ils indiquent une diminution des valeurs L(002) et L(310) pour le modèle de 
Scherrer ou des valeurs L(00l) et L(h00) pour le modèle de Hosemann et Vogel lorsque le 
teneur initiale en cuivre augmente. Une faible augmentation du paramètre de distortion g002 
allant jusqu’à 7 % est également observé avec l’augmentation de la teneur en cuivre. Il apparaît 
donc que la baisse de l’état de cristallinité engendrée par l’augmentation de la teneur initiale en 
cuivre soit due à une diminution des dimensions des cristallites d’apatites, et en moindre 
mesure d’un désordre cristallin plus prononcé.  
De plus, le volume de maille cristalline moyen de ces apatites synthétisées en présence 
de cuivre est égal à 524,3 ; 526,9 et 523,2 Å3 lorsque la teneur initiale en cuivre est de 5, 10 et 
15 % molaire respectivement. Ces valeurs sont significativement inférieures à celles obtenues 
pour des apatites nanocristallines non dopées synthétisées à pH = 8 qui sont de l’ordre de 
530 Å3 (voir chapitre II section II.2.3). 
 
L (002 )
(nm)
L (310 )
(nm)
L (00 l )
(nm)
L (h 00 )
(nm)
5% 3 jours 15,5 ± 0,1 3,0 ± 0,1 13,6 ± 0,4 2,3 ± 0,1 0,0131 ± 0,0005 524,3 ± 1,2
10% 3 jours 13,7 ± 0,1 3,1 ± 0,1 12,0 ± 0,2 2,5 ± 0,1 0,0140 ± 0,0002 526,9 ± 0,6
15% 3 jours 9,7 ± 0,1 1,7 ± 0,1 7,8 ± 0,1 1,3 ± 0,1 0,0135 ± 0,0003 523,2 ± 1,4
g(002)
V maille 
(Å
3
)
Teneur relative 
initiale 
en cuivre
Temps de 
maturation en 
solution
Scherrer Hosemann & Vogel
 
Tableau IV.47 : Résultats issus de profile fitting réalisés sur des diffactogrammes de rayons X ( Cu)  d’apatites 
nanocristallines synthétisées à pH = 8 avec un temps de maturation de 3 jours et en présence de teneurs relatives en 
cuivre de 5 %, 10 % ou 15 % molaire (pourcentage par rapport aux cations totaux) 
 
Un dosage chimique des cations (par complexométrie pour les cations totaux et par 
spectrophotométrie pour le cuivre seul) et des ions phosphate (par spectrophotométrie) a été 
réalisé sur les échantillons 3j-5%Cu-pH8 et 3j-10%Cu-pH8. Les résultats sont présentés dans le 
Tableau IV.48.  
Ces données indiquent des teneurs en cuivre dans la composition du produit final 
relativement proches de celles initialement incorporées. A mesure que la teneur en cuivre 
augmente, la teneur relative en ions HPO4
2- (par rapport aux ions phosphates totaux) diminue et 
le rapport molaire (Ca+Cu)/P augmente. Ces données traduisent en première approximation 
une composition chimique des apatites nanocristallines qui se rapproche de la composition 
stœchiométrique lorsque la teneur en cuivre augmente.  
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Référence 
de 
l'échantillon
% mol. de cuivre
initial (solution)
( [Cu
2+
]i / ([Ca
2+
]i + [Cu
2+
]i) )
% mol. de cuivre
final (solide)
( [Cu
2+
]f / ([Ca
2+
]f + [Cu
2+
]f) )
% mol. de HPO4
2-
final (solide)
( [HPO4
2-
]f / ([HPO4
2-
]f + [PO4
3-
]f) )
Rapport
molaire
Ca / P
Rapport 
molaire
(Ca+Cu) / P 
3j-5%Cu-pH8 5,0% 4,4% 23% ± 1% 1,39 ± 0,2 1,45 ± 0,2
3j-10%Cu-pH8 10,0% 9,4% 8,9% ± 1% 1,37 ± 0,2 1,51 ± 0,2
 
Tableau IV.48 : Dosages chimiques des apatites nanocristallines synthétisées avec 5 et 10 % molaire de cuivre à pH = 8 
et avec un temps de maturation de 3 jours 
 
La caractérisation par spectroscopie infrarouge des ces apatites nanocristallines 
synthétisées à pH = 8 avec un temps de maturation de 3 jours et des teneurs initiales en cuivre 
de 5, 10 et 15 % molaire (3j-5%Cu-pH8, 3j-10%Cu-pH8 et 3j-15%Cu-pH8 respectivement), 
génère les spectres présentés à la Figure IV.100. Ces spectres ne révèlent que la présence des 
bandes d’absorption caractéristiques des apatites nanocristallines. Aucune bande pouvant être 
attribuée à la potentielle présence de brushite n’a été relevée. Il peut seulement être noté la 
présence d’ions ammonium en impureté pour l’échantillon 3j-5%Cu-pH8, relevé la détection de 
bandes d’absorption dans la gamme spectrale 1300-1600 cm-1 et 2500-3300 cm-1 (voir 
section IV.2.1.2). 
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Figure IV.100 : Spectres FTIR d’apatites nanocristallines synthétisées à pH=8 et à température ambiante ayant un 
temps de maturation de 3 jours et des teneurs relatives initiales en cuivre croissantes, entre 5 et 15 % molaire 
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La décomposition spectrale du domaine 400-800 cm-1 de ces spectres FTIR fournit les 
résultats présentés dans la Figure IV.101. Ces analyses révèlent qu’avec l’augmentation de la 
teneur en cuivre, lorsque la synthèse est réalisée à pH = 8, il se produit une importante 
diminution de la teneur en ions HPO4
2- non apatitiques ainsi que de la teneur relative en ions 
OH- apatitiques. Lorsque la teneur initiale en cuivre passe de 5 à 15 % molaire, les teneurs 
relatives en ions HPO4
2- non apatitiques et OH- apatitiques diminuent de près de 60 % et 90 % 
respectivement.  
 
0,00
0,05
0,10
0,15
0,20
0,25
0,30
1 2
R
a
p
p
o
rt
 d
e
s
 i
n
te
n
s
it
é
s
 i
n
té
g
ré
e
s Dopée à 5 %molaire en cuivre
Dopée à 10 %molaire en cuivre
Dopée à 15 %molaire en cuivre
HPO4
2- non-apatitique OH- (apatitique)
R
a
p
p
o
rt
 d
e
s
 i
n
te
n
s
it
é
s
 i
n
té
g
ré
e
s
 
Figure IV.101 : Évolution des quantités relatives en ions HPO4
2-
 non-apatitiques et OH
-
 apatitiques relevées par 
décomposition spectrale FTIR  pour des apatites nanocristallines synthétisées à pH=8 et à température ambiante ayant 
un temps de maturation de 3 jours et des teneurs relatives initiales en cuivre croissantes, entre 5 et 15 % molaire 
 
Ainsi, au final, une synthèse réalisée à un pH alcalin de 8 (à température ambiante et 
avec un temps de maturation de 3 jours) et en présence de cuivre (ici avec un maximum de 15 
% molaire) conduit à la formation d’apatites nanocristallines monophasés non carbonatées et 
dopées en cuivre dont la teneur en cuivre finale dans le solide est relativement similaire à la 
teneur initiale en solution. De plus, la diminution du volume de maille cristalline des apatites 
enrichies en cuivre en comparaison avec des apatites non dopées semble attester d’une 
incorporation du cuivre dans le réseau apatitique. Néanmoins, lorsque la teneur en cuivre 
augmente, les apatites nanocristallines obtenues présentent : 
- un état de cristallinité qui diminue, principalement des suites d’une diminution de la 
taille des cristallites 
- des teneurs relatives en ions HPO4
2- (notamment ceux situés en environnements 
non-apatitiques) et en ions OH- qui diminuent 
- un rapport molaire (Ca+Cu)/P qui augmente traduisant en première approximation 
une diminution du nombre de lacunes en site cationique 
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Ces résultats sont différents et plus délicats à interpréter que ceux obtenus pour les 
apatites nanocristallines synthétisées à pH = 7,2 en présence de cuivre. Tout d’abord 
l’incorporation de teneurs plus importantes en cuivre a pu être obtenue lorsque le pH de 
maturation est à 8 plutôt que 7,2 (15 % contre 5 % molaire en cuivre respectivement) tout en 
conservant un système monophasé d’apatites nanocristallines. En effet, la formation de brushite 
ne semble plus être favorisée par la présence de cuivre lorsque le pH est alcalin. Cette 
observation peut être reliée à une proportion d’ions HPO4
2- plus faible lorsque le pH devient 
plus alcalin, ne favorisant donc pas la formation de brushite. 
En outre, que le pH de maturation soit à 7,2 ou 8, une baisse de l’état de cristallinité des 
apatites ainsi qu’une diminution de la teneur en ions OH- sont observées lorsque la teneur en 
cuivre augmente. Cependant, la tendance suivie par le rapport molaire (Ca+Cu)/P et par la 
teneur relative en ions HPO4
2- diffère en fonction du pH pour des teneurs en cuivre croissantes :  
- à pH = 7,2, le rapport (Ca+Cu)/P diminue et la teneur relative en ions HPO4
2- 
augmente,  
- à pH = 8, le rapport (Ca+Cu)/P augmente et la teneur relative en ions HPO4
2- 
diminue. 
S’il est délicat de statuer sur ce changement de tendances sans analyses plus poussées, 
certaines hypothèses peuvent néanmoins être avancées. En particulier, la formation accrue de 
complexes Cu(OH)+ en milieu alcalin, susceptibles d’entrer dans les tunnels apatitiques voire 
d’interagir avec des ions OH- apatitiques voisins (formant ainsi des entités neutres de type 
« Cu(OH)2 ») pourrait alors expliquer l’augmentation du rapport (Ca+Cu)/P ainsi que la 
diminution de la teneur en ions HPO4
2- (le nombre de charges négatives dues aux ions OH- 
diminuant, une plus grande proportion d’ions PO4
3- par rapport aux ions HPO4
2- est en effet 
attendue pour contrebalancer cette perte). 
 
IV.2.2.2.2. Influence du temps de maturation 
 
Dans cette sous-section, nous nous focaliserons sur les échantillons synthétisés à pH = 
8 et en présence de 5 % molaire en cuivre dont le temps de maturation est compris entre 1 et 
6 jours (échantillons 1j-5%Cu-pH8, 3j-5%Cu-pH8 et 6j-5%Cu-pH8). 
 
L’analyse par DRX des ces échantillons fournit les diagrammes reportés dans la Figure 
IV.102. Ces données révèlent que lorsque le temps de maturation est de 1, 3 ou 6 jours, seuls 
les pics de diffraction des apatites nanocristallines sont observés pour les échantillons 
synthétisés avec 5 % molaire de cuivre. Une faible amélioration de la résolution des 
diagrammes peut également être observée lorsque le temps de maturation passe de 1 à 3 jours 
(échantillons 1j-5%Cu-pH8 et 3j-5%Cu-pH8 respectivement), particulièrement visible au niveau 
des raies (102)/(210). L’état de cristallinité semble donc s’améliorer avec le temps de 
maturation en solution. 
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Figure IV.102 : Diagrammes de diffraction des rayons X d’apatites nanocristallines synthétisées à pH=8 et à 
température ambiante a) enrichies 5 % molaire en cuivre avec des temps de maturation croissant et b) ayant un temps 
de maturation de 3 jours et des teneurs relatives en cuivre croissantes 
 
Les analyses par profile fitting des échantillons 1j-5%Cu-pH8, 3j-5%Cu-pH8 et 6j-5%Cu-
pH8, dont les résultats sont reportés dans le Tableau IV.49, confirment l’amélioration de l’état de 
cristallinité puisque qu’une augmentation de la taille des cristallites d’apatites (augmentation 
des valeurs L(00l) et L(hk0)) et une baisse du désordre cristallin (diminution de g002) sont 
observées lorsque le temps de maturation passe de 1 à 3 jours. Entre 3 et 6 jours de 
maturation, l’amélioration de l’état de cristallinité est due à la diminution du désordre cristallin 
alors que les dimensions des cristallites n’évoluent pas significativement. Le volume de maille 
cristalline a une valeur de 530,7 ± 1,2 Å3 lorsque le temps de maturation est de 1 jour et 
descend à la valeur de 524,3 ± 1,2 Å3 à 3 jours de maturation et de 527,1 ± 1,1 Å3 à 6 jours de 
maturation pour ces échantillons synthétisés avec 5% molaire de cuivre. 
 
L (002 )
(nm)
L (310 )
(nm)
L (00 l )
(nm)
L (h 00 )
(nm)
5% 1 jour 13,3 ± 0,1 2,8 ± 0,1 11,6 ± 0,1 2,1 ± 0,1 0,0140 ± 0,0001 530,7 ± 1,2
5% 3 jours 15,5 ± 0,1 3,0 ± 0,1 13,6 ± 0,4 2,3 ± 0,1 0,0131 ± 0,0005 524,3 ± 1,2
5% 6 jours 15,1 ± 0,2 3,1 ± 0,1 12,3 ± 0,2 2,3 ± 0,1 0,0114 ± 0,0003 527,1 ± 1,1
g(002)
V maille 
(Å
3
)
Teneur relative 
initiale 
en cuivre
Temps de 
maturation en 
solution
Scherrer Hosemann & Vogel
 
Tableau IV.49 : Résultats issus de profile fitting réalisés sur des diffactogrammes de rayons X ( Cu)  d’apatites 
nanocristallines synthétisées à pH = 8 en présence de 5 % molaire en cuivre et dont le temps de maturation est de 1, 3 et 
6 jours 
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Les résultats des dosages chimiques réalisés sur ces échantillons synthétisés à pH = 8 
avec des teneurs en cuivre de 5 % molaire et dont les temps de maturation sont compris entre 1 
et 6 jours (échantillons 1j-5%Cu-pH8, 3j-5%Cu-pH8 et 6j-5%Cu-pH8) sont reportés dans le 
Tableau IV.50. Ils révèlent qu’indépendamment du temps de maturation en solution la teneur en 
cuivre finale est similaire à la teneur en cuivre initiale, c’est-à-dire 5 % molaire par rapport aux 
cations totaux. A mesure que le temps de maturation en solution augmente, il peut être observé 
une diminution de la teneur relative en ions HPO4
2- et une augmentation du rapport molaire 
(Ca+Cu)/P.  
 
Référence 
de 
l'échantillon
Temps 
de 
maturation
% mol. de cuivre
initial (solution)
( [Cu
2+
]i / ([Ca
2+
]i + [Cu
2+
]i) )
% mol. de cuivre
final (solide)
( [Cu
2+
]f / ([Ca
2+
]f + [Cu
2+
]f) )
% mol. de HPO4
2-
final (solide)
( [HPO4
2-
]f / ([HPO4
2-
]f + [PO4
3-
]f) )
Rapport 
molaire
(Ca+Cu) / P 
1j-5%Cu-pH8 1 jour 5,0% 4,8% 30% ± 1% 1,38 ± 0,2
3j-5%Cu-pH8 3 jours 5,0% 4,4% 23% ± 1% 1,45 ± 0,2
6j-5%Cu-pH8 6 jours 5,0% 4,6% 15% ± 1% 1,47 ± 0,2
 
Tableau IV.50 : Dosages chimiques des apatites nanocristallines synthétisées avec 5 % molaire de cuivre à pH = 8 et 
avec un temps de maturation compris entre 1 et 6 jours 
 
Enfin les spectres FTIR de ces échantillons (1j-5%Cu-pH8, 3j-5%Cu-pH8 et                   
6j-5%Cu-pH8), représentés dans la Figure IV.103, ne présentent que les bandes 
caractéristiques des apatites nanocristallines. La présence d’ions ammonium en impureté est 
une nouvelle fois observée (bandes dans le domaine 1300-1600 cm-1 et 2500-3300 cm-1) mais 
dont la teneur semble diminuée avec l’augmentation du temps de maturation. 
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Figure IV.103 : Spectres FTIR d’apatites nanocristallines synthétisées à pH=8 en présence de 5 % molaire de cuivre et 
avec des temps de maturation compris entre 1 et 6 jours 
 
Par décomposition spectrale du domaine 400-800 cm-1 de ces spectres FTIR, on peut 
observer une faible diminution de la teneur en ions HPO4
2- non-apatitiques ainsi qu’une 
augmentation de la teneur relative en ions OH- apatitiques consécutives à l’augmentation du 
temps de maturation en solution pour ces apatites nanocristallines dopées à 5 % molaire en 
cuivre (Figure IV.104).  
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Figure IV.104 : Évolution des quantités relatives en ions HPO4
2-
 non-apatitiques et OH
-
 apatitiques relevées par 
décomposition spectrale FTIR  pour des apatites nanocristallines synthétisées à pH = 8 en présence de 5 % en cuivre 
(pourcentage molaire par rapport aux cations totaux) et dont le temps de maturation est de 1, 3 et 6 jours 
 
Au final, des synthèses réalisées à un pH de 8 en présence de 5 % molaire en cuivre (et 
à température ambiante) semblent permettre systématiquement la formation d’apatites 
nanocristallines monophasées dopées au final à 5 % molaire en cuivre et ce quel que soit le 
temps de maturation en solution (du moins jusqu’à 6 jours). Pour ces composés enrichis à 5 % 
molaire, l’augmentation du temps de maturation en solution engendre une amélioration de l’état 
de cristallinité, une évolution de la composition chimique globale vers la stœchiométrie et un 
amoindrissement des environnements non-apatitiques. Toutes ces données suggèrent une 
amélioration de l’état de maturation (suivant les processus de maturation en solution 
« classiques » que nous avons déjà évoqués dans le chapitre II à la section II.2.1) des apatites 
nanocristallines synthétisées à pH = 8 en présence de cuivre au fur et à mesure que le temps 
de maturation augmente. 
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IV.2.2.3. Effet de la température 
 
Afin d’évaluer l’impact de la température de synthèse sur l’incorporation du cuivre, une 
brève étude portant sur 2 synthèses réalisées à la température de 50 °C a été menée. Une 
teneur initiale de 10 % molaire en cuivre a été choisie pour des temps de maturation de 20 
minutes et 3 jours (échantillons référencés 0j-10%Cu-T50 et 3j-10%Cu-T50 respectivement), 
conditions pour lesquelles les systèmes finaux étaient polyphasés lorsque les synthèses étaient 
réalisées à température ambiante. Le protocole de synthèse employé ici est le suivant : 
Une solution A de cations est préparée à partir de sels de nitrate de calcium et de cuivre, 
préalablement dissous dans 750 mL d’eau désionisée, avec une teneur relative en cuivre de 10 
% molaire, tout en conservant une concentration en cations totaux (Ca2+ + Cu2+) de 0,3 mol/L, 
soit 0,27 mol/L de Ca2+ et 0,03 mol/L de Cu2+. En parallèle, une solution B de phosphate est 
réalisée en dissolvant un sel d’hydrogénophosphate d’ammonium ((NH4)2HPO4) dans 1500 mL 
d’eau désionisée à la concentration de 0,6 mol/L en phosphates. Ces deux solutions sont 
ensuite portées à une température proche de 50 °C. 
Après cela, la solution A est rapidement versée dans la solution B sous agitation dans un 
bécher à double paroi dans lequel circule de l’eau à 50 þC via un bain thermostaté. Le milieu de 
précipitation est laissé ainsi pendant 3 jours à 50 þC, après avoir arrêté l’agitation. A la fin de ce 
temps de maturation, le précipité est filtré, lavé puis lyophilisé suivant les indications détaillées 
dans le protocole de synthèse de « référence ». Pour l’échantillon dont le temps de maturation 
était de 20 minutes, le milieu de précipitation fut immédiatement filtré après la précipitation et 
5 minutes d’agitation. Les temps de filtration et de lavage sont alors comptés comme temps de 
maturation. 
 
Tout d’abord, la diffraction des rayons X a été utilisée afin de révéler l’éventuelle 
présence de phase étrangère à l’apatite dans ces systèmes synthétisés à 50 þC et enrichis à 
10 % en cuivre. Les résultats de ces analyses sont reportés à la Figure IV.105. 
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Figure IV.105 : Diagrammes de diffraction des rayons X d’apatites nanocristallines enrichies avec des teneurs relatives 
en cuivre de 10 % molaire (pourcentage par rapport aux cations totaux), synthétisés à 50 °C et ayant des temps de 
maturation en solution de 20 minutes et 3 jours 
 
Ces résultats n’indiquent pas de pics de diffraction autres que ceux relatifs aux apatites 
nanocristallines et donc pas de phases secondaires à l’inverse des échantillons synthétisés à 
température ambiante dans les mêmes conditions, où l’on détectait la présence de brushite.  
 
Les données obtenues par spectroscopie infrarouge sur ces échantillons synthétisés en 
présence de cuivre et à 50 þC, ne révèlent pas la présence de bandes d’absorption étrangères 
à celles caractéristiques des apatites nanocristallines   (Figure IV.106).  
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Figure IV.106 : Spectres FTIR d’apatites nanocristallines enrichies avec des teneurs relatives en cuivre de 10 % 
molaire (pourcentage par rapport aux cations totaux), synthétisés à 50 °C et ayant des temps de maturation en solution 
de 20 minutes et 3 jours 
 
La décomposition spectrale des bandes du domaine 400-800 cm-1, indique que, lorsque 
le temps de maturation passe de 20 minutes à 3 jours, la teneur en ions hydroxyde augmente 
fortement (teneur relative multipliée par 5) et la teneur en ions HPO4
2- non-apatitiques diminue 
en moindre mesure (d’environ 25 %) (Figure IV.107). Ainsi, l’augmentation du temps de 
maturation en solution à la température de 50 °C et en présence de 10 % molaire en cuivre 
conduit à une élévation de l’état de maturation. De plus, il faut noter que les études 
précédemment décrites (dans le cas de synthèse à température ambiante et pH = 7,2) 
indiquent que l’incorporation de cuivre engendre une diminution des teneurs en ions OH-, dans 
la mesure où le cuivre joue le rôle d’inhibiteur de maturation pour les apatites. Ainsi, il est 
nécessaire d’atteindre des temps de maturation très importants, typiquement 31 jours, pour 
avoir des teneurs relatives en ions hydroxyde non nulles (voir section IV.2.2.1). Ici, l’on se rend 
compte que dès 20 minutes de maturation en solution (qui est le temps minimum que l’on 
puisse obtenir), la teneur en ions OH- n’est pas nulle (Figure IV.107). On obtient donc dans ces 
conditions, des états de maturation relativement élevés malgré la présence de cuivre.  
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Figure IV.107 : Évolution des quantités relatives en ions HPO4
2-
 non-apatitiques et OH
-
 apatitiques relevées par 
décomposition spectrale FTIR  pour des apatites nanocristallines enrichies avec des teneurs relatives en cuivre de 10 % 
molaire (pourcentage par rapport aux cations totaux), synthétisés à 50 °C et ayant des temps de maturation en solution 
de 20 minutes et 3 jours 
 
L’élévation de température lors de la synthèse permet donc d’obtenir de plus hauts taux 
de dopage en cuivre qu’à température ambiante. Avec une teneur initiale en cuivre de 10 % 
molaire et en réalisant la précipitation à la température de 50 þC, l’obtention d’apatites 
nanocristallines monophasées est possible sans formation de phase secondaire telle que le 
brushite. Comme nous l’avons évoqué dans le chapitre II à la section II.2.2 (à propos des 
apatites nanocristallines non dopées obtenues par précipitation à une température supérieure à 
l’ambiante), la réalisation de synthèse entre 37 et 100 þC ne permet pas d’atteindre des « états 
de maturation » faibles. En effet, la température est un paramètre de synthèse ayant une 
grande influence sur les propriétés physico-chimiques des apatites et « élève rapidement » 
l’état de maturation. Or un faible état de maturation est un point clé pour obtenir une grande 
réactivité des apatites nanocristallines biomimétiques. Ce paramètre peut cependant être utilisé 
pour moduler et adapter les propriétés physicochimiques des apatites tout en conservant des 
temps de synthèse courts.  
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IV.2.2.4. Effet de la nature des contre-ions 
 
De la même manière que ce qui avait été fait pour le zinc dans le chapitre III à la section 
III.2.2.3, nous avons étudié l’influence de la nature du sel de phosphate de départ sur 
l’obtention et les caractéristiques physico-chimiques des apatites nanocristallines enrichies en 
cuivre. Ainsi, divers composés ont été synthétisés en suivant le protocole de « référence » en 
remplaçant le (NH4)2HPO4 par du Na2HPO4 (à la même concentration de 0,6 mol/L), en variant 
le temps de maturation de 20 minutes à 20 jours et la teneur en cuivre de 0 à 100 %. Les 
différentes combinaisons « teneur relative en cuivre/temps de maturation » étudiées dans cette 
section sont reportées dans le Tableau IV.51. 
 
Référence
de
l'échantillon
[Ca
2+
] 
dans la solution A
(mol/L)
[Cu
2+
] 
dans la solution A
(mol/L)
% molaire initial
de cuivre
( [Cu
2+
]i / ([Ca
2+
]i + [Cu
2+
]i) )
Temps 
de maturation
en solution
0j-5%Cu-Na 0,28 0,015 5,0% 20 minutes
1j-5%Cu-Na 0,28 0,01 5,0% 1 jour
1j-10%Cu-Na 0,27 0,03 10,0% 1 jour
3j-1%Cu-Na 0,29 0,003 1,0% 3 jours
3j-5%Cu-Na 0,28 0,01 5,0% 3 jours
3j-10%Cu-Na 0,27 0,03 10,0% 3 jours
3j-12,5%Cu-Na 0,26 0,04 12,5% 3 jours
3j-15%Cu-Na 0,25 0,04 15,0% 3 jours
3j-20%Cu-Na 0,24 0,06 20,0% 3 jours
3j-75%Cu-Na 0,07 0,22 75,0% 3 jours
3j-100%Cu-Na 0,00 0,30 100,0% 3 jours
10j-10%Cu-Na 0,27 0,03 10,0% 10 jours
20j-5%Cu-Na 0,28 0,01 5,0% 20 jours
20j-10%Cu-Na 0,27 0,03 10,0% 20 jours
 
Tableau IV.51 : Quantités relative et absolue en calcium et en cuivre, et temps de maturation en solution employés dans 
la synthèse d’apatites nanocristallines enrichies en cuivre en utilisant le Na2HPO4 comme sel de phosphate de départ à 
diverses teneurs en cuivre et temps de maturation 
 
Dans un souci de clarté, nous traiterons dans une première sous-section l’influence de la 
teneur en cuivre sur l’obtention d’apatites nanocristallines synthétisées avec Na2HPO4 et ayant 
pour temps de maturation en solution 3 jours. Ces échantillons seront également caractérisés 
d’un point de vue physico-chimique. Dans une seconde sous-section, nous focaliserons la 
discussion sur l’influence du temps de maturation sur les caractéristiques physico-chimiques 
d’échantillons synthétisés avec Na2HPO4 en présence de teneurs en cuivre égales à 5 et 10 % 
molaire. 
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IV.2.2.4.1. Influence de la teneur en cuivre 
 
Dans cette sous-section, l’étude sera dédiée aux échantillons synthétisés en utilisant 
Na2HPO4 comme sel de phosphate de départ, avec 3 jours de maturation en solution et en 
présence de teneurs en cuivre croissantes, allant de 1 à 100 % (pourcentage molaire initial de 
calcium + cuivre), c’est-à-dire les échantillons référencés 3j-1%Cu-Na, 3j-5%Cu-Na,                
3j-10%Cu-Na, 3j-12,5%Cu-Na, 3j-15%Cu-Na, 3j-20%Cu-Na, 3j-75%Cu-Na et 3j-100%Cu-Na. 
 
Tout d’abord, la diffraction des rayons X a été utilisée pour déterminer la limite 
d’incorporation de cuivre dans ces apatites nanocristallines synthétisées dans ces conditions. 
Ces analyses révèlent qu’un maximum de 10 % en cuivre (pourcentage molaire initial de cuivre 
par rapport aux ions calcium + cuivre) peut être ajouté au protocole de synthèse tout en 
conservant au final un système monophasé apatitique. Ces résultats sont illustrés par les 
diagrammes de diffraction des rayons X de la Figure IV.108, issus des échantillons synthétisés 
avec Na2HPO4 comme sel de phosphate de départ, avec une teneur relative en cuivre 
croissante et dont le temps de maturation en solution est de 3 jours. Au-delà de 10 % en cuivre, 
on détecte la présence de brushite, probablement enrichie en cuivre. Plus la teneur en cuivre 
augmente (au-delà de 10 %), plus l’intensité des pics de diffraction de l’apatite diminuent et plus 
les pics de diffraction de la brushite s’élargissent. Ainsi à fortes teneurs en cuivre la formation 
de brushite est favorisée par rapport à l’apatite mais l’état de cristallinité de la brushite formée 
diminue avec l’augmentation de la teneur en cuivre.  
Si l’on s’intéresse plus particulièrement aux échantillons d’apatites monophasées, c’est-
à-dire ceux dont la teneur initiale en cuivre est inférieure ou égale à 10 % molaire (échantillons 
3j-1%Cu-Na, 3j-5%Cu-Na et 3j-10%Cu-Na), une diminution de la résolution des diagrammes 
peut être observée lorsque le teneur en cuivre passe de 1 à 10 % molaire. L’état de cristallinité 
des apatites diminue donc avec l’augmentation de la teneur initiale en cuivre. 
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Figure IV.108 : Diagramme de DRX de composés synthétisés en utilisant du Na2HPO4 comme sel de phosphate de départ (synthèse à température ambiante et pH = 7,2) ayant 
pour temps de maturation en solution 3 jours et à teneur relative initiale en cuivre croissante comprise entre 1 et 100 % (pourcentage molaire par rapport au total des ions 
calcium + cuivre)
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Pour approfondir ces observations, une analyse par profile fitting des diffractrogrammes 
des échantillons uniquement composés d’apatites nanocristallines, c’est-à-dire ceux dont la 
teneur initiale en cuivre est inférieure ou égale à 10 % molaire (échantillons 3j-1%Cu-Na, 3j-
5%Cu-Na et 3j-10%Cu-Na) a été menée. Les résultats sont présentés dans le Tableau IV.52. Il 
s’avère que la diminution de l’état de cristallinité observée avec l’augmentation de la teneur en 
cuivre est engendrée par une diminution des dimensions des cristallites d’apatites (baisse des 
valeurs de L(00l) et L(hk0)) et une augmentation du désordre cristallin (hausse de la valeurs de 
g002). La croissance cristalline est donc altérée par la présence de cuivre en solution qui 
engendre également un désordre cristallin plus prononcé. 
Une contraction du volume de la maille cristalline apatitique est également observée en 
présence de cuivre, celui-ci évolue de 531,1 ± 0,6 Å3 à 523,1 ± 1,4 Å3 entre 0 et 10 % en cuivre. 
La diminution du volume de maille avec l’incorporation de cuivre peut, comme nous l’avons 
évoqué dans les sections précédentes, être reliée à l’incorporation du cuivre dans le réseau 
apatitique.  
 
L (002 )
(nm)
L (310 )
(nm)
L (00 l )
(nm)
L (h 00 )
(nm)
Non dopée 21,2 ± 0,1 3,1 ± 0,1 17,0 ± 0,4 2,3 ± 0,1 0,0091 ± 0,0006 531,1 ± 0,6
3j-1%Cu-Na 22,6 ± 0,1 3,3 ± 0,1 17,0 ± 0,1 2,4 ± 0,1 0,0070 ± 0,0001 528,9 ± 0,9
3j-5%Cu-Na 13,3 ± 0,2 2,3 ± 0,1 10,0 ± 0,3 1,8 ± 0,1 0,0088 ± 0,0007 528,5 ± 1,4
3j-10%Cu-Na 12,5 ± 0,2 2,0 ± 0,1 11,1 ± 0,4 1,5 ± 0,1 0,0149 ± 0,0010 523,1 ± 1,4
g(002)
V maille 
(Å
3
)
Référence
de
l'échantillon
Scherrer Hosemann & Vogel
 
Tableau IV.52 : Résultats issus de profile fitting réalisés sur des diffactogrammes de rayons X ( Cu)  des apatites 
nanocristallines synthétisées avec Na2HPO4 comme sel de phosphate de départ (synthèse à température ambiante et pH 
= 7,2), avec un temps de maturation de 3 jours et en présence de 1, 5 et 10 % molaire en cuivre (pourcentage par 
rapport aux cations totaux) 
 
Le dosage des espèces chimiques a ensuite été pratiqué sélectivement sur les poudres 
enrichies en cuivre ayant fournit un diagramme de DRX uniquement composé des raies 
apatitiques (échantillons 3j-1%Cu-Na, 3j-5%Cu-Na et 3j-10%Cu-Na). Les résultats sont reportés 
dans le Tableau IV.53.  
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Référence de 
l'échantillon
3j-1%Cu-Na 3j-5%Cu-Na 3j-10%Cu-Na
% mol. de cuivre initial (solution)
( [Cu
2+
]i / ([Ca
2+
]i + [Cu
2+
]i) )
1,0% 5,0% 10,0%
% mol. de cuivre final (solide)
( [Cu
2+
]f / ([Ca
2+
]f + [Cu
2+
]f + [Na
+
]f) )
0,9% 4,7% 9,6%
% mol. de calcium final (solide)
( [Ca
2+
]f / ([Ca
2+
]f + [Cu
2+
]f + [Na
+
]f) )
93,3% 92,6% 88,1%
% mol. de sodium final (solide)
( [Na
+
]f / ([Ca
2+
]f + [Cu
2+
]f + [Na
+
]f) )
5,8% 2,8% 2,3%
% mol. de HPO4
2- 
final (solide)
( [HPO4
2-
]f / ([HPO4
2-
]f + [PO4
3-
]f) )
23% ± 1% 13% ± 1% 11% ± 1%
Rapport molaire
(Ca+Cu+Na) / P 
1,41 ± 0,2 1,44 ± 0,2 1,48 ± 0,2
 
Tableau IV.53 : Résultats de dosage par ICP-OES et complexométrie sur des apatites nanocristallines synthétisés en 
utilisant du Na2HPO4 comme sel de phosphate de départ (synthèse à température ambiante et pH = 7,2) ayant pour 
temps de maturation en solution 3 jours et à teneur relative initiale en cuivre comprises entre 1 et 10 % (pourcentage 
molaire initiale par rapport au calcium + cuivre) 
 
La quantification des cations, réalisée par ICP-OES, indique la présence de calcium, de 
cuivre et de sodium en proportions différentes selon la teneur initiale en cuivre incorporée lors 
de la synthèse. Les données indiquent que malgré la présence de sodium, la teneur relative 
finale en cuivre, calculée en prenant en compte tous les cations présents (calcium, sodium et 
cuivre), est relativement proche de la teneur initialement introduite dans le milieu de synthèse.  
Les résultats indiquent également que la teneur relative en ions sodium présents dans 
les poudres diminue lorsque la teneur en cuivre augmente. Le dosage des ions phosphate et 
hydrogénophosphate, réalisé par spectrophotométrie, indique que la teneur relative en ions 
HPO4
2- diminue au profit de la teneur relative en ions PO4
3- lorsque la teneur en cuivre 
augmente. Enfin, il s’avère également que le rapport molaire (Ca+Cu+Na)/P augmente avec 
l’augmentation de la teneur en cuivre, conformément aux variations observées pour les ions 
HPO4
2-. Ces résultats semblent donc montrer une évolution de la composition chimique vers la 
stœchiométrie lorsque des teneurs en cuivre croissantes sont incorporées aux apatites.  
Les techniques de spectroscopie vibrationnelle (infrarouge ou Raman) ont été employées 
pour approfondir l’étude des échantillons d’apatites nanocristallines synthétisées avec Na2HPO4 
et dopées avec des teneurs initiales en cuivre de 1, 5 et 10 % molaire (avec un temps de 
maturation de 3 jours). Les spectres FTIR et Raman obtenus sont reportés dans les Figure 
IV.109 et Figure IV.110 respectivement. 
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Figure IV.109 : Spectres FTIR des apatites nanocristallines synthétisées en utilisant du Na2HPO4 comme sel de 
phosphate de départ (synthèse à température ambiante et pH = 7,2) ayant pour temps de maturation en solution 3 jours 
et à teneur relative initiale en cuivre comprise entre 0 et 10 % (pourcentage molaire initial par rapport au calcium + 
cuivre) 
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Figure IV.110 : Spectres Raman des apatites nanocristallines synthétisées en utilisant du Na2HPO4 comme sel de 
phosphate de départ (synthèse à température ambiante et pH = 7,2) ayant pour temps de maturation en solution 3 jours 
et à teneur relative initiale en cuivre comprise entre 0 et 10 % (pourcentage molaire initial par rapport au calcium + 
cuivre) 
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Les spectres infrarouge et Raman n’indiquent, tout d’abord, pas la présence de bandes 
d’absorption étrangères à celles observées habituellement avec les apatites nanocristallines, 
exceptée une bande d’absorption Raman à 476 cm-1 dont l’intensité croit avec l’augmentation 
de la teneur initiale en cuivre. L’intensité de cette bande reste cependant faible et nous n’avons 
pu déterminer l’origine de l’apparition de cette bande à 476 cm-1. Les spectres ne montrent 
aucune bande d’absorption relative à des groupements chimiques issus d’impuretés tels que 
des espèces carbonatées ou nitrates. En revanche, à mesure que la teneur initiale en cuivre 
augmente, la résolution des spectres FTIR ou Raman diminue, confirmant ainsi la baisse de 
l’état de cristallinité observé à partir des analyses DRX.  
La décomposition spectrale du domaine 400-800 cm-1 des spectres FTIR révèlent une 
absence d’ions OH- apatitiques dans tous les échantillons d’apatites nanocristallines 
synthétisées avec Na2HPO4 et dopées en cuivre (avec des teneurs de 1, 5 et 10 % molaire en 
cuivre) lorsque le temps de maturation en solution est de 3 jours. De plus, une diminution de la 
teneur relative en ions HPO4
2- non-apatitiques est observée lorsque la teneur en cuivre 
augmente dans ces échantillons, comme l’indiquent les données présentées dans la Figure 
IV.111. 
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Figure IV.111 : Teneurs relatives en ions HPO4
2-
 non-apatitiques mesurées par décompositions spectrales à partir de 
données infrarouge dans le domaine 400-800 cm
-1
 sur des apatites nanocristallines synthétisées en utilisant du Na2HPO4 
comme sel de phosphate de départ (synthèse à température ambiante et pH = 7,2) ayant pour temps de maturation en 
solution 3 jours et avec des teneurs relatives en cuivre comprises entre 1 et 10 % (pourcentage molaire initiale par 
rapport au calcium + cuivre) 
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En conclusion, réaliser une synthèse d’apatites nanocristallines monophasées enrichies 
en cuivre en utilisant du Na2HPO4 comme sel de phosphate de départ est possible. De plus, il 
s’avère qu’en utilisant Na2HPO4, en remplacement du (NH4)2HPO4 des teneurs en cuivre plus 
élevées peuvent être incorporées aux apatites nanocristallines : 10 % contre 5 % 
respectivement (pourcentage molaire final de cations), teneurs au-delà desquelles on observe 
la co-formation de brushite. Il faut cependant noter qu’en utilisant Na2HPO4, des ions sodium 
sont également incorporés aux composés, bien que leur teneur relative diminue lorsque la 
teneur en cuivre augmente. L’augmentation de la teneur en cuivre au sein des apatites 
nanocristallines génère également les modifications physico-chimiques suivantes : 
- un affaiblissement de l’état de cristallinité lié à une diminution des dimensions des 
cristallites et une augmentation du désordre cristallin, 
- une diminution de la teneur relative en ions HPO4
2-, notamment non-apatitiques, 
traduisant également un amoindrissement des environnements non-apatitiques de 
surface, 
- une augmentation du rapport molaire (Ca+Cu+Na)/P, suggérant une diminution du 
nombre de lacunes cationiques. 
 
De façon générale, l’ensemble de ces observations sont similaires au cas du zinc (pour 
les synthèses réalisées en utilisant avec Na2HPO4), que nous avons détaillé dans la section 
III.2.2.3 du chapitre III. De nouveau, en présence de sodium, l’élément incorporé (le cuivre ici) 
ne joue pas un rôle d’inhibiteur de maturation (contrairement au cas de l’ammonium) mais 
présente simplement un effet inhibiteur de croissance cristalline : la co-incorporation de trois 
types d’ions (Ca2+, Na+ et Cu2+) en sites cationiques est en effet susceptible d’engendrer une 
augmentation du désordre cristalline (formation d’une solution solide ternaire) et probablement 
d’affecter la cinétique de croissance cristalline. Par ailleurs, l’augmentation du rapport    
« cations / P » observée en présence de sodium ainsi que la diminution de la teneur en ions 
HPO4
2- au profit des ions PO4
3- pourrait, suivant ces résultats, être reliée à l’absence d’ions OH- 
observée dans ces échantillons. En effet, pour conserver l’électroneutralité du cristal, la réaction 
suivante peut être mise en jeu : 
□OH + 2 HPO4
2-
 + □Ca  □OH + 2 PO4
3-
 + Ca
2+
 ou Cu
2+
 ou 2 Na
+ 
 
Afin d’approfondir plus avant les mécanismes mis en jeu ici, il sera néanmoins 
nécessaire, en perspective de ce travail, d’effectuer des analyses complémentaires. 
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IV.2.2.4.2. Influence du temps de maturation 
 
L’influence du temps de maturation en solution sur les caractéristiques physico-
chimiques des échantillons synthétisés avec Na2HPO4 comme sel de phosphate de départ et 
en présence de teneurs en cuivre égales à 5 et 10 % molaire a été étudié et fait l’objet de cette 
sous-section. Les échantillons étudiés ont pour temps de maturation en solution 20 minutes, 1 
jour, 3 jours, 10 jours et 20 jours (détails voir Tableau IV.53). 
 
Les analyses par DRX réalisées sur ces échantillons révèlent que le temps de maturation 
joue un rôle non négligeable sur la composition obtenue. En effet, lorsque la teneur initiale en 
cuivre est de 10 % molaire, à temps de maturation de 1, 3 et 10 jours (échantillons                  
1j-10%Cu-Na, 3j-10%Cu-Na et 10j-10%Cu-Na), les systèmes sont composés d’apatites 
nanocristallines monophasées alors qu’à 20 jours de maturation, un système biphasé composé 
d’apatite nanocristalline et de brushite est formé, comme l’indiquent les résultats de la Figure 
IV.112.  
 
En revanche, lorsque la teneur initiale en cuivre est égale à 5 % molaire, les échantillons 
synthétisés avec Na2HPO4 sont uniquement composés d’apatites nanocristallines, sans 
présence de phases secondaires telles que la brushite, et ce indépendamment du temps de 
maturation en solution (dont le maximum étudié ici était de 20 jours). Ceci est illustré par les 
diagrammes DRX des échantillons 0j-5%Cu-Na, 0j-5%Cu-Na, 0j-5%Cu-Na et 0j-5%Cu-Na 
présentés dans la Figure IV.113. 
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Figure IV.112 : Diagramme de DRX des composés synthétisés en utilisant du Na2HPO4 comme sel de phosphate de 
départ (synthèse à température ambiante et pH = 7,2) ayant une teneur relative initiale en cuivre de 10 % molaire 
(pourcentage molaire par rapport au total des ions calcium + cuivre) et un temps de maturation en solution croissant, 
compris entre 1 et 20 jours 
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Figure IV.113 : Diagramme de DRX des apatites nanocristallines synthétisés en utilisant du Na2HPO4 comme sel de 
phosphate de départ (synthèse à température ambiante et pH = 7,2) ayant une teneur relative initiale en cuivre de 5 % 
(pourcentage molaire par rapport au total des ions calcium + cuivre) et des temps de maturation en solution croissants, 
compris entre 20 minutes et 20 jours 
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Une analyse par profile fitting a été réalisée sur les diffractogrammes des échantillons 
synthétisés en présence de 5 % molaire en cuivre dont le temps de maturation en solution est 
de 1 et 20 jours (échantillons 1j-5%Cu-Na et 20j-5%Cu-Na respectivement). Les résultats 
obtenus sont reportés dans le Tableau IV.54. 
 
L (002 )
(nm)
L (310 )
(nm)
L (00 l )
(nm)
L (h 00 )
(nm)
5% 1 jour 13,3 ± 0,1 2,0 ± 0,1 10,5 ± 0,1 1,3 ± 0,1 0,0109 ± 0,0002 527,2 ± 0,7
5% 20 jours 17,1 ± 0,2 2,4 ± 0,1 14,2 ± 0,2 1,8 ± 0,1 0,0112 ± 0,0004 527,0 ± 0,8
g(002)
V maille 
(Å
3
)
Teneur relative 
initiale 
en cuivre
Scherrer Hosemann & Vogel
Temps de 
maturation
 
Tableau IV.54 : Résultats issus de profile fitting réalisés sur des diffactogrammes de rayons X ( Cu)  d’apatites 
nanocristallines synthétisées en utilisant du Na2HPO4 comme sel de départ, enrichies à 5 % molaire en cuivre 
(pourcentage par rapport aux cations totaux) et synthétisées avec un temps de maturation de 1 et 20 jours 
 
Comme le suggérait l’amélioration de la résolution des diagrammes DRX des Figure 
IV.112 et Figure IV.113, les échantillons d’apatites nanocristallines monophasés synthétisés en 
présence de cuivre et en utilisant Na2HPO4, présente une amélioration de l’état de cristallinité 
lorsque le temps de maturation en solution augmente notamment traduite par un accroissement 
des dimensions des cristallites (augmentation des valeurs L(00l) et L(hk0)). Le désordre 
cristallin ne semble cependant pas évoluer significativement avec le temps de maturation en 
solution (g002 ne varie pas significativement entre 1 et 20 jours de maturation).  
 
Les processus de croissance cristalline en solution (évoqués dans la section II.2.1 du 
chapitre II), bien qu’altérés par la présence de cuivre (et de sodium), semblent donc se 
poursuivre suivant le temps de maturation. 
La variation du temps de maturation en solution n’engendre pas de modifications au 
niveau de volume de maille cristalline, dont la valeur est proche de 527 Å3 que le temps de 
maturation soit de 1 ou 20 jours. Une nouvelle fois, cette valeur est significativement inférieure à 
la valeur du volume de maille cristalline que présentent les échantillons non dopés synthétisés 
dans des conditions similaires (dont le volume est proche de 530 Å3), indiquant une probable 
incorporation des ions cuivre dans le réseau apatitique au niveau des sites cationiques. 
 
Par spectroscopie infrarouge, les spectres obtenus pour les échantillons synthétisés 
avec Na2HPO4 et des teneurs initiales en cuivre de 5 et 10 % molaire ayant des temps de 
maturation compris entre 20 minutes et 20 jours, confirment les résultats obtenus par DRX.  
En effet, à 10 % molaire initial en cuivre (Figure IV.114), lorsque le temps de maturation 
est égal à 1, 3 ou 10 jours, seules les bandes caractéristiques des apatites nanocristallines sont 
observées. En revanche, lorsque le temps de maturation est de 20 jours (à 10 % en cuivre), 
certaines bandes d’absorption de la brushite (à 802, 1650, 2396, 3170 et 3273 cm-1) peuvent 
être observées en plus des bandes de l’apatite.  
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Pour les échantillons synthétisés avec 5 % molaire en cuivre en utilisant Na2HPO4 
(spectres FTIR donnés à l’annexe IV.1), seules les bandes caractéristiques des apatites 
nanocristallines sont observées quel que soit le temps de maturation en solution (qui est 
compris entre 20 minutes et 20 jours). 
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Figure IV.114 : Spectres FTIR des apatites nanocristallines synthétisés en utilisant du Na2HPO4 comme sel de 
phosphate de départ (synthèse à température ambiante et pH = 7,2) ayant une teneur relative initiale en cuivre de 10 % 
(pourcentage molaire par rapport au total des ions calcium + cuivre) et des temps de maturation en solution croissants, 
compris entre 1 et 20 jours 
 
Au final, ces résultats indiquent qu’en utilisant du Na2HPO4 comme sel de phosphate de 
départ, il est possible de synthétiser des apatites nanocristallines en présence de teneurs 
relatives en cuivre allant jusqu’à 10 % molaire et à différents temps de maturation en solution 
dans la limite de 20 jours, conditions au-delà desquelles il y a formation de brushite. Le temps 
de maturation en solution joue, malgré tout, un rôle non négligeable sur la nature des phases 
obtenues. En effet, l’apparition d’une phase secondaire de brushite avec l’augmentation du 
temps de maturation (à 20 jours), lorsque la teneur initiale en cuivre est fixée à 10 % molaire, 
semble indiquer la formation de systèmes « hors-équilibre » d’un point de 
vue thermodynamique dans ces conditions de synthèse (utilisation de Na2HPO4, température 
ambiante et pH = 7,2). Ainsi, dans ces conditions de synthèse, la brushite, probablement dopée 
en cuivre, apparaît être la phase la plus stable thermodynamiquement. Cependant, d’un point 
de vue cinétique, la phase apatitique (également dopée en cuivre) se révèle être précipitée en 
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premier. Le système évolue donc lentement, avec le temps de maturation en solution, de la 
phase apatitique favorisée cinétiquement vers la brushite, phase la plus stable 
thermodynamiquement.  
 
Pour conclure sur cette étude visant à déterminer l’influence de l’utilisation du Na2HPO4 
comme sel de phosphate de départ (en remplacement du (NH4)2HPO4) sur l’obtention et les 
caractéristiques physico-chimiques d’apatites nanocristallines enrichies en cuivre, il peut être 
noté qu’en présence d’ions sodium les synthèses sont plus « reproductibles » qu’en présence 
d’ions ammonium. En effet, en utilisant (NH4)2HPO4, la formation de brushite apparaissaient de 
manière semble-t-il non-contrôlée en fonction du temps de maturation ce qui n’est pas le cas en 
utilisant Na2HPO4. C’est pourquoi, les apatites nanocristallines dopées en cuivre et synthétisées 
en utilisant Na2HPO4 comme sel de phosphate de départ seront préférées lors des tests (micro-
)biologiques détaillés en fin de ce chapitre. 
 
IV.2.3. Étude sur l’enrichissement en cuivre de la brushite 
 
Dans les sections précédentes, il a été observé que l’augmentation de la teneur initiale 
en cuivre lors de la synthèse des composés favorisait la formation de brushite. La stabilisation 
de la phase de brushite avec la présence de cuivre indique un enrichissement probable en 
cuivre de cette phase. Ainsi, pour confirmer cela, une courte étude parallèle a été menée afin 
de déterminer la capacité ou non de la brushite à incorporer des ions Cu2+. Pour ce faire, des 
échantillons de brushite ont été synthétisés par coprécipitation en présence de teneurs en 
cuivre croissantes.  
Le protocole de synthèse suivi est le suivant : 
Une solution « cationique » (solution A) est préparée en dissolvant dans 50 mL d’eau 
désionisée, des sels de nitrate de calcium (Ca(NO3)2.4H2O) et de nitrate de cuivre 
(Cu(NO3)2.3H2O) en proportions variables tout en conservant une concentration en cations 
totaux (Ca2+ + Cu2+) de 0,4 mol/L. Parallèlement, une solution de phosphate (solution B) est 
réalisée par dissolution d’un sel de dihydrogénophosphate d’ammonium ((NH4)H2PO4) dans 
50 mL d’eau désionisée à la concentration de 0,35 mol/L en ions phosphate, dans laquelle est 
ensuite ajouté 1 mL de NH4OH concentré (à 20 %). Les différentes proportions initiales de 
cuivre étudiées ici sont résumées dans le Tableau IV.55. 
La solution A est versée dans la solution B sous agitation pendant 3 minutes. Le milieu 
de précipitation est laissé à reposer pendant 3 heures à température ambiante sans agitation 
avant d’être filtré et lavé avec 300 mL d’eau désionisée. Enfin, le composé obtenu est séché à 
l’étuve à 37 þC. 
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Référence
de
l'échantillon
[Ca
2+
] 
dans la solution A
(mol/L)
[Cu
2+
] 
dans la solution A
(mol/L)
% molaire initial
de cuivre
( [Cu
2+
]i / ([Ca
2+
]i + [Cu
2+
]i) )
Brushite-0%Cu 0,398 0,000 0,0%
Brushite-1%Cu 0,394 0,004 1,0%
Brushite-5%Cu 0,378 0,020 5,0%
Brushite-10%Cu 0,358 0,040 10,0%
Brushite-20%Cu 0,318 0,080 20,0%
Brushite-50%Cu 0,204 0,195 48,9%
 
Tableau IV.55 : Quantités relative et absolue (expérimentales) en cations employées dans la synthèse des échantillons 
enrichies en cuivre en suivant le protocole de référence à diverses teneurs en cuivre 
 
Les composés obtenus ont été caractérisés par DRX, dont les résultats sont reportés 
dans la Figure IV.115. Ces résultats de ce travail parallèle indiquent qu’il est possible d’ajouter 
jusqu’à près de 50 % molaire de cuivre à la synthèse de la brushite tout en conservant un 
système monophasé. Cependant, les diagrammes indiquent une diminution de l’état de 
cristallinité lorsque la teneur initiale en cuivre augmente et à 50 % en cuivre (échantillon 
Brushite-50%Cu) le système est mal cristallisé. Enfin, la couleur bleue (caractéristiques des 
ions Cu2+) des poudres de ces échantillons indique la présence de cuivre dans ces échantillons. 
Il apparaît donc possible de synthétiser de la brushite enrichie en cuivre.  
 
Le fait que la brushite puisse tolérer une certaine quantité de cuivre, engendre donc 
l’impossibilité de remonter aisément à la teneur en cuivre que contiennent les apatites 
nanocristallines dans les systèmes biphasés apatites/brushite. 
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Figure IV.115 : Diagrammes de DRX de composés synthétisés suivant le protocole de synthèse de la brushite par coprécipitation avec des teneurs relatives en cuivre croissantes 
(pourcentage par rapport aux cations totaux) 
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IV.2.4. Étude sur l’enrichissement préférentiel de surface des cristaux d’apatite 
 
Durant ces travaux de thèse, il m’a été permis de co-encadrer une technicienne en 
contrat CDD sur une période de 8 mois (Oriana Fort), dans le cadre du projet ANR. Prenant en 
compte des considérations de potentielle toxicité pour les échantillons d’apatites dopées, nous 
avons choisi de focaliser une partie de cette étude sur l’incorporation préférentielle des ions 
antibactériens en surface des nanocristaux d’apatites. L’objectif visé ici était de permettre une 
libération d’agents antibactériens plus spécifiquement ciblée sur les premiers moments suivant 
l’implantation, tout en limitant la quantité totale d’agents actifs incorporés dans les échantillons.  
Deux procédés d’incorporation ont été envisagés pour réaliser cette incorporation 
préférentielle de surface : une première basée sur la capacité d’échange ionique des apatites 
nanocristallines, et une seconde basée sur l’addition de cuivre en cours de synthèse.  
Cette étude a été focalisée sur le cas du cuivre compte-tenu de l’éventuelle difficulté de 
mise en place d’un protocole, liée au caractère acide des solutions contenant l’ion Cu2+ 
potentiellement capables de dissoudre les phases apatitiques.  
En raison de l’absence d’activité antibactérienne détectée pour les apatites enrichies en 
zinc (section III.3.2 du chapitre III), et du caractère moins problématique (moins acide) des sels 
d’argent, les systèmes apatitiques dopées Zn ou Ag n’ont pas été examinés ici. 
Nous présenterons donc dans cette section les protocoles d’incorporation  « de surface » 
étudiés avec l’ion cuivre ainsi que les caractérisations physico-chimiques des composés 
obtenus.  
 
IV.2.4.1. Incorporation par échange ionique 
IV.2.4.1.1. Tests préliminaires 
 
La première solution envisagée pour réaliser des apatites nanocristallines avec un 
enrichissement en cuivre localisé en surface des particules a été d’immerger une poudre 
d’apatite nanocristalline (non dopée) dans une solution aqueuse contenant l’ion cuivre Cu2+. En 
procédant ainsi, le but est de réaliser des échanges entre les ions calcium de surface et les ions 
cuivre de la solution environnante, selon la réaction suivante : 
2
/
222
/ surfacesolidesolutionsolutionsurfacesolide CuCaCuCa  
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Pour cela, le protocole suivant a été suivi : après broyage au mortier, 200 mg de poudre 
d’une apatite nanocristalline sont immergés, sous agitation, dans 50 mL d’une solution à 
1 mol/L de sulfate de cuivre (CuSO4). L’apatite utilisée dans cette étude est une apatite non 
dopée dont le temps de maturation est de 20 minutes et synthétisée en conditions 
« classiques » (température ambiante, pH = 7,2 et utilisation de (NH4)2HPO4 comme sel de 
phosphate).  
Or, la solution de sulfate de cuivre à 1 mol/L a un pH acide de 4,3. Les apatites 
nanocristallines étant peu stable en conditions acides, il n’est pas envisageable de conserver 
ces valeurs de pH. Pour tenter de palier ce problème et d’obtenir des pH plus proches de la 
neutralité, diverses tentatives ont été étudiées : 
- l’utilisation de nitrate de cuivre (Cu(NO3)2.3H2O) en remplacement du sulfate de 
cuivre : le pH de ces solutions est encore plus acide (égal à 2,2 ; 3,0 et 4,0 lorsque la 
concentration en cuivre est de 1 ; 0,5 et 0,1 mol/L respectivement) 
- l’augmentation du pH de la solution de sulfate ou de nitrate de cuivre par ajout de 
soude (NaOH à la concentration de 0,1 mol/L) ou d’ammoniaque (NH4OH à la 
concentration de 0,1 mol/L) : dans tous les cas, cela engendre la formation d’un 
précipité vert-bleu, d’hydroxy-sulfate de cuivre (Cu4(OH)6SO4, Brochantite) lorsque le 
sulfate est utilisé (Bakhtiari & Darezereshki, 2011 ; Kaş & Birer, 2012) ou     
d’hydroxy-nitrate de cuivre (Cu4(OH)6(NO3)2, Gerhardtite) lorsque le nitrate est utilisé       
(Pereira et al., 2006), phases identifiées par DRX et FTIR (données présentées aux 
annexes IV.2 et IV.3). 
- la préparation des solutions d’immersion à partir de solution tampon. Pour cela, une 
solution d’HCl à 0,1 mol/L est préparée dans laquelle on ajoute du TRIS               
(Tris-(hydroxyméthyl)-aminométhane de formule H2NC(CH2OH)3) en poudre jusqu’à 
atteindre un pH de 7,0 (Weast, 1983), soit environ 0,7 g de TRIS dans 50 mL de 
solution d’HCl à 0,1 mol/L. A cette solution tampon, la quantité de nitrate de cuivre 
nécessaire pour atteindre la concentration de 1 mol/L est ajoutée. Cette dernière 
étant la solution d’immersion. Or après ajout du cuivre, le pH redescend à la 
valeur de 3. 
- L’ajout de TRIS directement dans la solution de nitrate de cuivre afin d’atteindre un 
pH de 7,0 : ceci conduit à la formation d’un précipité. Le spectre FTIR de ce précipité 
(après filtration/lavage) est donné à la Figure IV.116, mais il n’a pas été possible de 
l’identifier. 
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Figure IV.116 : Spectre FTIR du précipité obtenu par mélange de TRIS et de Cu(NO3)2.3H2O 
 
Ces données montrent que les conditions testées ne permettent pas d’obtenir des 
solutions de cuivre dont le pH n’est pas acide sans formation d’un précipité. Il n’apparaît donc 
pas possible d’introduire directement les échantillons d’apatites nanocristallines dans les 
solutions obtenues dans de telles conditions pour y réaliser les expérimentations d’échange 
ionique. Notons que des voies alternatives basées sur une diminution de l’effet d’acidification 
par complexation du cuivre en solution (par exemple à l’aide de sels d’ammonium) n’ont pas été 
testées ici.  
Pour essayer de contourner ce problème de précipitation, il a été envisagé d’utiliser une 
membrane de dialyse entre la source de cuivre et milieu contenant la poudre d’apatite, afin de 
limiter la cinétique de diffusion des ions. Nous présenterons cette étude dans la sous-section 
suivante. 
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IV.2.4.1.2. Utilisation d’une membrane de dialyse 
IV.2.4.1.2.a. Études préliminaires 
 
Comme nous venons de le voir, l’immersion directe de poudre d’apatite dans une 
solution aqueuse contenant du cuivre n’est pas envisageable en raison du pH acide de ces 
solutions. Pour palier ce phénomène, il a été envisagé d’employer une membrane de dialyse 
(membrane « Cellu Sep » en cellulose ayant un seuil de coupure (MWCO) de 3500 Dalton) afin 
de « compartimenter » la source de cuivre du milieu contenant la poudre d’apatite, et ainsi de 
limiter les cinétiques de diffusion des ions cuivre vers la surface de l’apatite. La Figure IV.117 
présente un schéma du montage réalisé ici.  
 
Membrane de dialyse
Solution de nitrate de cuivre
+ TRIS
Suspension contenant 
la poudre d’apatite 
nanocristalline non dopée
(solution tampon TRIS + HCl)
.
.
.
..
.
.
.
.
.. Poudre
Conditions expérimentales :
-Masse de poudre : 200 mg
-Concentration en cuivre : 0,05; 0,1 et 0,2 mol/L
-Durée d’immersion : 20 et 40 minutes
 
Figure IV.117 : Schéma de montage et conditions d’expérimentation pour les tests d’enrichissement de surface en 
cuivre en utilisant une membrane de dialyse 
 
Dans un premier temps, la voie envisagée a été de placer à l’intérieur de la membrane 
de dialyse 22 mL d’une solution tampon à pH = 7 réalisée à base d’HCl et de TRIS (voir la 
section IV.2.4.1.1 précédente) contenant 200 mg de poudre d’apatite nanocristalline (apatite 
non dopée et synthétisée avec un temps de maturation de 20 minutes à température ambiante 
et pH = 7,2). Pour atteindre un pH de 7, la concentration en TRIS doit être de 0,12 mol/L. A 
l’extérieur de la membrane de dialyse, l’on place 100 mL d’une solution de nitrate de cuivre, à 
diverses concentrations en cuivre : 1, 0,2 et 0,05 mol/L. Afin de limiter les fluctuations de 
concentration en TRIS et donc de pH au niveau de la poudre d’apatite, du TRIS est également 
ajouté à la solution de cuivre (à l’extérieur de la membrane) en concentrations équivalentes à 
l’extérieur comme à l’intérieur de la membrane, c'est-à-dire à 0,12 mol/L. Le pH de la solution 
de cuivre, après ajout de TRIS à cette concentration, est alors de 3,4, de 5,1 et de 6,3 pour les 
concentrations en cuivre de 1, 0,2 et 0,05 mol/L respectivement. Après un temps de contact en 
solution fixé à 40 minutes à température ambiante, la suspension contenant la poudre d’apatite 
(à l’intérieur de la membrane de dialyse) est récupérée, filtrée puis lavée à l’eau désionisée, 
pour enfin être lyophilisée pendant 3 jours.  
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Lorsque la concentration en cuivre à l’extérieur de la membrane est 1 ou 0,2 mol/L, la 
mesure du pH à l’intérieur de la membrane montre que, malgré la présence du TRIS, le pH 
diminue continuellement au cours de l’expérience. Le pH passe par exemple de 7 à 4,5 en 
seulement 20 minutes d’immersion pour l’expérience menée avec une concentration en cuivre 
de 0,2 mol/L. Seule la solution à 0,05 mol/L en cuivre génère un pH constant (égal à 7) à 
l’intérieur de la membrane. De plus, il faut noter que l’ajout de TRIS à la solution de cuivre à 1 
mol/L conduit, comme nous l’avons évoqué dans la sous-section précédente, à la précipitation 
du composé non-identifié dont le spectre FTIR est présenté dans la Figure IV.118. En revanche, 
pour les solutions à 0,2 et 0,05 mol/L de cuivre, aucun précipité ne se forme, l’on peut 
seulement observer un changement de couleur de la solution qui passe de bleu clair à bleu 
foncé (probable formation d’un complexe). 
 
Bien que cette option d’enrichissement en surface n’ait pas été retenue, les poudres 
d’apatites nanocristallines après traitement ont été récupérées, par filtration sur Büchner et 
lavage à l’eau désionisée, pour être caractérisées par spectroscopie infrarouge. Les résultats 
indiquent des spectres caractéristiques des apatites nanocristallines, comparables à la poudre 
initiale, pour les traitements avec les solutions de cuire à 0,05 mol/L et 0,2 mol/L, malgré un pH 
acide au sein de la membrane avec cette dernière concentration. Aucune bande de vibration 
issue de phases secondaires ou d’impuretés n’ont été relevées après ces traitements en 
présence d’une membrane de dialyse. En revanche, à 1 mol/L, le produit obtenu en fin 
d’expérience n’est plus de l’apatite mais une phase cristalline qui a été révélée, par DRX, 
comme étant un phosphate de cuivre, de formule Cu3(PO4)2.3H2O. Il est probable que les 
conditions acides impliquées au niveau du compartiment contenant la poudre aient dissous 
l’apatite et permis la formation de ce phosphate de cuivre. 
 
Une analyse plus approfondie par décomposition spectrale du domaine 400-800 cm-1 du 
spectre FTIR de l’échantillon ayant subi le traitement avec la solution de 0,05 mol/L (présenté à 
la Figure IV.118), unique test où aucune variation de pH à l’intérieur de la membrane n’a été 
observée, a été menée.  
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Figure IV.118 : Spectre FTIR de la poudre recueillie à l’intérieur de la membrane de dialyse après mise en contact avec 
une solution de cuivre à la concentration de 0,05 M par la méthode décrite précédemment, en comparaison avec la 
poudre d’apatite nanocristalline initiale utilisée pour cette étude 
 
La décomposition spectrale indique, après traitement de 40 minutes en solution, une 
diminution significative de la teneur en ions HPO4
2- et plus particulièrement ceux présents dans 
les environnements non-apatitiques. La teneur relative  en ions HPO4
2- non-apatitiques, 
calculée à partir des décompositions spectrales dans le domaine 400-800 cm-1, diminue de  
0,26 ± 0,01 à 0,12 ± 0,02 entre les poudres avant et après traitement. Il n’y a cependant pas 
d’évolution notable de la quantité relative en ions OH-. Les spectres ne montrent également pas 
de carbonatation significative des échantillons après le traitement. Il apparaît donc une 
dénaturation des environnements non-apatitiques de surface des nanocristaux due à la mise en 
suspension de la poudre en présence de cuivre dans les conditions précédemment décrites. 
Ces résultats peuvent être rattachés aux conclusions relatives à la reprise des processus de 
maturation lors de la ré-immersion de poudre d’apatite nanocristalline en milieu aqueux, 
mentionnées dans la section II.3.3 du chapitre II. Cependant, de par le faible temps d’immersion 
de cette expérience (40 minutes) et la non-hydroxylation des composés, il est probable que 
viennent s’ajouter des effets du cuivre, du TRIS ou des conditions d’immersion.  
 
Au final, nous venons de voir qu’il est possible d’utiliser une membrane de dialyse pour 
réaliser des échanges entre les ions cuivre et l’apatite nanocristalline, sans risques de 
contamination par une phase secondaire. En revanche, il est nécessaire de corriger les 
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phénomènes d’acidification qui ont lieu à l’intérieur de la membrane afin d’étudier différentes 
concentrations en cuivre. Enfin, les premières caractérisations réalisées sur ces échantillons 
après traitement montrent que des modifications physico-chimiques, notamment au niveau des 
environnements non-apatitiques, se produisent sur les apatites nanocristallines immergées 
dans ces conditions. L’approfondissement de cette étude fait l’objet de la section suivante. 
 
IV.2.4.1.2.b. Expérimentations définitives 
 
Nous venons de voir qu’en équilibrant la concentration en TRIS à l’intérieur et à 
l’extérieur de la membrane de dialyse une diminution du pH est observé au cours de 
l’expérmentation à l’intérieur de la membrane où est contenu la poudre d’apatite. Pour 
conserver un pH constant à l’intérieur de la membrane, il semble plus judicieux d’ajuster à la 
même valeur les pH des deux solutions (à l’intérieur et à l’extérieur de la membrane) en début 
d’expérimentation.  
 
Nous avons, dans un premier temps, envisagé d’ajuster les pH à la valeur de 6 dans les 
deux solutions (celle de cuivre et celle contenant la poudre d’apatite). Ainsi, à l’intérieur de la 
membrane, on ajoute 20 mL d’une solution tampon préparée à partir d’HCl à 0,1 mol/L 
additionné de TRIS afin d’amener le pH à 6, puis 200 mg de poudre d’apatite nanocristalline 
broyée au mortier. Si le pH augmente après addition de la poudre d’apatite, il est ajusté à 6 en 
utilisant de l’acide chlorhydrique. L’apatite nanocristalline utilisée ici est une apatite non dopée, 
synthétisée en utilisant (NH4)2HPO4 comme sel de phosphate de départ, avec un temps de 
maturation de 20 minutes à température ambiante et pH = 7,2. Étant supposée être une des 
compositions les plus réactives que nous ayons synthétisées dans ce travail, elle est 
susceptible d’être plus apte aux processus d’échanges ioniques. A l’extérieur de la membrane, 
200 mL d’une solution de nitrate de cuivre sont préparés, pour laquelle 3 concentrations en 
cuivre ont été étudiées, à savoir 0,05, 0,1 et 0,2 mol/L. Le pH de cette dernière solution est 
ensuite ajusté à 6 par ajout de TRIS (1,84 g de TRIS pour les 200 mL de la solution dont la 
concentration en cuivre est de 0,05 mol/L, 4,80 g pour celle à 0,1 mol/L et 8,91 g pour celle à 
0,2 mol/L). Le temps d’expérimentation a été fixé à 20 ou 40 minutes, à température ambiante. 
Après cette période, la suspension contenant la poudre d’apatite est filtrée et lavée avec à l’eau 
désionisée afin de récupérer le composé solide qui est enfin séché par lyophilisation pendant 
3 jours. Le schéma, présenté à la Figure IV.119, résume le montage et les conditions 
d’expérimentations. 
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de cuivre + TRIS 
(pH = 6 ou 7)
Solution tampon d’HCl à 0.1M + TRIS (pH = 6 ou 7)
+ poudre d’apatite 
nanocristalline non dopée
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Conditions expérimentales :
-Masse de poudre : 200 mg
-Concentration en cuivre : 0,05; 0,1 et 0,2 mol/L
-Durée d’immersion : 20 et 40 minutes
Poudre
 
Figure IV.119 : Schéma de montage et conditions d’expérimentation pour les tests d’enrichissement de surface en 
cuivre en utilisant une membrane de dialyse 
 
La mesure du pH dans ces conditions révèle une stabilité du pH à la fois à l’intérieur et à 
l’extérieur de la membrane de dialyse à la valeur de 6, et ce même pour les conditions les plus 
« extrêmes », à savoir une concentration en cuivre de 0,2 mol/L pendant 40 minutes 
d’immersion. C’est pourquoi l’expérience a également été réalisée en ajustant les pH à 
l’intérieur et à l’extérieur de la membrane à la valeur de 7, en conservant les autres paramètres 
identiques (Figure IV.119). De la même manière, toutes ces expérimentations conduisent à une 
non variation du pH, tant à l’intérieur qu’à l’extérieur de la membrane, à la valeur de 7. Il faut 
noter cependant que l’ajustement du pH à 7 pour la solution de cuivre à 0,2 mol/L, engendre 
une coloration de la solution extrêmement sombre, proche du noir, sans pour autant avoir 
formation de précipité. Il faut noter que dans ces conditions de pH (6 ou 7), de température 
(température ambiante) et de concentration (entre 0,05 et 0,2 mol/L en cuivre), le cuivre forme 
un complexe avec le TRIS (Colombo et al., 1987), probablement à l’origine de cette coloration. 
 
IV.2.4.1.2.c. Caractérisations physico-chimiques 
 
Tout d’abord, la diffraction des rayons X réalisée sur les produits issus des 
expérimentations d’échange ionique précédemment décrites n’indiquent aucune phase 
cristallisée secondaire à l’apatite nanocristalline : les diagrammes de DRX (Figure IV.120) 
présentant les produits obtenus dans les conditions plus susceptibles de modifier les 
caractéristiques physico-chimiques de la poudre initiale ne montrent pas de pics de diffraction 
autres que ceux de l’apatite nanocristalline. De plus, ces diffractogrammmes ne révèlent 
aucune différence significative en termes de résolution ou de largeur de pics de diffraction en 
comparaison avec la poudre initiale. L’immersion de la poudre lors de ces expérimentations 
d’échange ionique ne modifie ainsi pas significativement l’état de cristallinité de l’apatite. Dans 
le chapitre II (section II.3.3), nous avions mentionné une amélioration de l’état de cristallinité 
lors de la ré-immersion de poudre d’apatite nanocristalline en milieu aqueux. Dans le cas de 
cette expérience-ci, il est probable que les temps d’immersion soient trop courts (20 et 
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40 minutes) pour induire une évolution significative de l’état de cristallinité ou que la présence 
de cuivre, ou de TRIS, vienne entraver les processus de croissance cristalline.  
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Figure IV.120 : Diffractogrammes de rayons X des composés obtenus après immersion dans une solution à 0,2M en 
cuivre au travers d’une membrane de dialyse au pH de 6 ou 7 pendant 40 minutes et de la poudre d’apatite 
nanocristalline initiale avant traitement 
 
Afin de déterminer les quantités de cuivre incorporées et de suivre l’évolution de la non-
stœchiométrie dans ces apatites nanocristallines après traitement, des dosages par ICP-AES 
ont été effectués. Les résultats obtenus sont reportés dans le Tableau IV.56.  
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Concentration initiale 
en cuivre
à l'extérieur de la membrane
(mol/L)
Temps d'immersion
en solution
(minutes)
Ajustement
du pH
Pourcentage
en cuivre final 
dans la poudre
(%molaire de cations)
Rapport molaire
(Ca+Cu)/P
(dosage par ICP-AES)
0,05 20 6 9,9 ± 0,2 1,34 ± 0,02
0,1 20 6 16,8 ± 0,3 1,40 ± 0,00
0,2 20 6 8,5 ± 0,1 1,37 ± 0,01
0,05 40 6 11,0 ± 0,3 1,43 ± 0,01
0,1 40 6 14,3 ± 0,2 1,43 ± 0,01
0,2 40 6 21,1 ± 0,3 1,53 ± 0,00
0,05 20 7 9,0 ± 0,2 1,43 ± 0,01
0,1 20 7 13,2 ± 0,3 1,45 ± 0,01
0,2 20 7 12,7 ± 0,3 1,49 ± 0,02
0,05 40 7 16,6 ± 0,4 1,50 ± 0,02
0,1 40 7 16,3 ± 0,4 1,54 ± 0,02
0,2 40 7 20,4 ± 0,4 1,57 ± 0,01
Conditions expériementales Résultats
 
Tableau IV.56 : Résultats des dosages en cuivre, calcium et phosphates par ICP-AES des échantillons issus des tests 
d’enrichissement de surface en cuivre en utilisant une membrane de dialyse, sous différentes conditions expérimentales 
 
A partir de ces résultats, nous pouvons tout d’abord noter que cette méthode 
d’enrichissement en cuivre utilisant une membrane de dialyse permet effectivement d’incorporer 
l’élément cuivre dans les apatites nanocristallines, et ce, que les solutions soient tamponnées à 
pH = 6 ou 7. On peut cependant remarquer que les échantillons traités à pH = 6 incorporent en 
moyenne moins de cuivre que ceux traités à pH = 7. Il ressort également que plus le temps de 
mise en contact est long ou plus la concentration initiale en cuivre à l’extérieur de la membrane 
est importante, plus la teneur relative en cuivre dans la poudre finale est globalement élevée. 
L’évolution des rapports molaires (Ca+Cu)/P a également été suivie à partir des résultats d’ICP-
AES. Ces données dévoilent systématiquement un rapport « cations/P » supérieur après 
traitement ; le rapport molaire de l’apatite nanocristalline de départ (sans traitement) étant de 
1,35 ± 0,02. Une analyse plus approfondie des valeurs révèle que les échantillons traités dans 
les milieux à pH = 7 ont en moyenne un rapport (Ca+Cu)/P plus grand et sont donc plus 
proches de la stœchiométrie que ceux traités dans les milieux à pH = 6, ce qui est 
probablement dû au changement de spéciation des espèces phosphatées en fonction du pH 
(plus importante proportion d’ions HPO4
2- que PO4
3- à pH plus acide). L’on a pu également 
constater que le rapport (Ca+Cu)/P augmentait avec le temps d’immersion (phénomène de 
maturation).  
 
Dans tous les cas, une hypothèse expliquant l’augmentation du rapport (Ca+Cu)/P 
pourrait être reliée à l’incorporation d’une partie des ions Cu2+ niveau des lacunes cationiques 
présentes dans l’échantillon. D’autres hypothèses pourraient cependant aussi être considérées, 
impliquant notamment l’adsorption de complexes « Cu-TRIS » en surface des nanocristaux 
d’apatites ; la formation de tels complexes ayant notamment été suggérée par Colombo 
(Colombo et al., 1987). 
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Les données d’analyse chimique élémentaire récoltées par ICP-AES, nous informent sur 
la composition globale des systèmes analysés, or il est intéressant de vérifier si la distribution 
en atomes de cuivre est effectivement localisée en surface des nanocristaux ou non. 
Cependant les techniques classiques d’analyse de surface, telle que l’XPS (spectrométrie de 
photoélectrons X), s’avèrent non spécifiques à l’étude de la surface de ces systèmes 
nanocristallins. En effet, par exemple, l’XPS permet d’obtenir des informations sur une 
profondeur comprise généralement 4 et 7 nm, suivant la nature des échantillons. Or, ces 
dimensions sont de l’ordre de grandeur des dimensions des nanocristaux d’apatites que nous 
étudions, il est donc probable que les valeurs obtenues ici ne soient pas uniquement relatives 
aux environnements de surface mais tiennent également compte d’environnements plus en 
profondeur des nanocristaux (cœur apatitique). Il ne nous a donc pas été possible de confirmer 
l’enrichissement en surface des apatites par le cuivre par ces conditions de traitement. 
Cependant, l’analyse des diagrammes de DRX par profile fitting, nous apporte un élément de 
réponse. En effet, comme nous l’avons vu précédemment, l’état de cristallinité globale des 
nanocristaux après traitement n’est pas significativement différent de celui de l’apatite initiale. 
Cette observation a été confirmée par les résultats issues du profile fitting puisqu’aucune 
évolution ni des dimensions des nanocristaux ni de leur organisation cristallographique n’a été 
révélée, comme le montre l’exemple donné dans le Tableau IV.57. En revanche, l’évaluation du 
volume de la maille cristalline à partir des paramètres de maille révèle qu’après traitement, dans 
les conditions précédemment décrites (utilisant la membrane de dialyse), ce volume diminue 
significativement en comparaison avec le composé initial sans traitement (Tableau IV.57). Ces 
données sont similaires à celles observées dans les sections précédentes lors de l’ajout de 
cuivre dès la précipitation des apatites nanocristallines, montrant une contraction de la maille 
cristalline avec l’incorporation de l’élément cuivre dans le réseau apatitique des nanocristaux. 
Ces données suggèrent donc la présence de cuivre non seulement en surface mais aussi dans 
le cœur apatitique des nanocristaux après le traitement d’immersion suivi ici, probablement via 
des phénomènes de dissolution-reprécipitation. 
 
L (002 )
(nm)
L (310 )
(nm)
L (00 l )
(nm)
L (h 00 )
(nm)
0% 12,3 ± 0,2 2,1 ± 0,1 9,5 ± 0,4 1,3 ± 0,1 0,0105 ± 0,0012 530,3 ± 1,2
20% 12,6 ± 0,1 2,1 ± 0,1 9,7 ± 0,1 1,4 ± 0,1 0,0101 ± 0,0003 525,6 ± 0,8
Poudre d'apatite initiale 
(non dopée et maturée 20 minutes)
Poudre d'apatite après traitement à pH=7 
pendant 40 minutes
dans une solution à [Cu]=0,2M
Échantillon + Traitement
(utilisant la membrane 
de dialyse)
g(002)
V maille 
(Å
3
)
Teneur relative 
finale 
en cuivre
Scherrer Hosemann & Vogel
 
Tableau IV.57 : Résultats issus de profile fitting réalisés sur des diffactogrammes de rayons X ( Cu)  d’une apatite 
nanocristalline issue de tests d’enrichissement de surface en cuivre en utilisant une membrane de dialyse, à pH=7 
pendant 40 minutes avec une solution de cuivre à 0,2M et de la poudre initiale d’apatite nanocristalline (non dopée et 
maturée 20 minutes à température ambiante et pH=7,2 en utilisant du (NH4)2HPO4 comme sel de phosphate de départ) 
 
Chapitre IV – Enrichissement en cuivre  
 296 
Une étude de l’impact de tels traitements sur les propriétés physico-chimiques des 
apatites nanocristallines, par spectroscopie infrarouge a également été menée. Les analyses 
par spectroscopie infrarouge (réalisées sur les échantillons après traitement d’immersion au 
travers de la membrane de dialyse et avec les différentes conditions d’expérimentation), ne 
mettent en évidence que la présence des bandes d’absorption relatives aux apatites 
nanocristallines. Aucune carbonatation des échantillons n’a par ailleurs été révélée. En 
revanche, la décomposition spectrale des bandes du domaine spectral 400-800 cm-1 indiquent 
des modifications notables dans les environnements apatitiques et non-apatitiques. Les 
résultats obtenus sur les échantillons ayant subi le traitement d’immersion dans les différentes 
conditions d’expérimentation à pH = 7 sont présentés à la Figure IV.121. 
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Figure IV.121 : Évolution des quantités relatives en ions HPO4
2-
 non-apatitiques et OH
-
 apatitiques relevées par 
décomposition spectrale FTIR  pour les échantillons issus des tests d’enrichissement de surface en cuivre en utilisant 
une membrane de dialyse, à différentes conditions expérimentales et de la poudre initiale d’apatite nanocristalline (non 
dopée et maturée 20 minutes à température ambiante et pH=7,2 en utilisant du (NH4)2HPO4 comme sel de phosphate de 
départ) 
 
La décomposition spectrale montre qu’après 20 ou 40 minutes d’immersion dans les 
conditions précédemment décrites, la teneur relative en ions HPO4
2- non-apatitiques diminue 
systématiquement en comparaison avec le produit initial. Les données révèlent également que 
cette diminution des espèces HPO4
2- en environnements non-apatitiques est dépendante du 
temps d’immersion. Plus le temps d’immersion est long, moins il y a d’environnements hydratés 
de surface. De la même manière, la concentration initiale en cuivre influence négativement ces 
environnements chimiques non-apatitiques, dans le sens où plus la solution est concentrée en 
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cuivre, moins il y a d’ions HPO4
2- non-apatitiques. Ces observations sont cohérentes avec les 
précédents résultats concernant la réactivation des processus de maturation lors de la ré-
immersion de poudre d’apatites nanocristallines en solution aqueuse (section II.3.3 du chapitre 
II). En effet, ce phénomène engendre une diminution des teneurs relatives en ions HPO4
2- non-
apatitiques, comme observé ici. Parallèlement, la décomposition spectrale révèle une faible 
augmentation de la teneur relative en ions OH- apatitiques après le traitement d’immersion, 
quelles que soient les conditions expérimentales. La teneur en ions OH- semble cependant, en 
partie, dépendre de la concentration en cuivre initiale en solution, plus elle augmente plus il y a 
d’ions OH- dans le produit final, bien que les teneurs relatives restent faibles.  
 
Au final, ce procédé d’incorporation de cuivre par immersion d’un échantillon d’apatite 
nanocristalline non dopée dans une solution contenant des ions Cu2+ en utilisant une 
membrane de dialyse conduit effectivement à la formation d’apatites nanocristallines enrichies 
en cuivre dont au moins une partie serait localisée dans le cœur apatitique. Les composés 
obtenus sont également plus proches globalement de la stœchiométrie en termes de 
composition chimique (augmentation de la teneur en ions hydroxyde) et contiennent 
probablement moins d’environnements non-apatitiques de surface (diminution de la teneur en 
ions HPO4
2- non-apatitiques), en comparaison avec le composé initialement utilisé avant 
immersion. Cependant, l’état de cristallinité ne varie pas significativement après le traitement 
d’immersion, contrairement à ce qui a pu être observé dans le chapitre II (section II.3.3) lors de 
l’étude de ces phénomènes de poursuite de la maturation après ré-immersion. Il est donc peu 
probable que la réactivation des processus de maturation soit uniquement à l’origine de telles 
évolutions, notamment celle des ions HPO4
2- non-apatitiques, d’autant que les temps de ré-
immersion impliqués ici sont relativement courts. En revanche l’hypothèse évoquée 
précédemment selon laquelle une partie des ions Cu2+ combleraient certaines lacunes 
cationiques de l’apatite nanocristalline initiale pourrait potentiellement expliquer la diminution de 
la teneur relative en ions HPO4
2- non-apatitiques et l’augmentation de la teneur en ions OH-. En 
effet, le comblement des lacunes par des ions Cu2+ engendrerait une augmentation du nombre 
global de charges positives qui, pour conserver l’électroneutralité du cristal, sont compensées 
par une augmentation de charges négatives apportées par les ions OH- et l’augmentation de la 
proportion d’ions PO4
3- par rapport aux ions HPO4
2-. 
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IV.2.4.2. Incorporation de cuivre en cours de maturation 
IV.2.4.2.1. Synthèse 
 
Étant donné la relative difficulté de la mise en œuvre du procédé d’incorporation de 
cuivre par échange ionique (acidité des solutions, utilisation d’une membrane de dialyse,…), 
nous avons envisagé une autre méthode d’enrichissement de surface. Pour cela, il a été 
imaginé un protocole de synthèse dans lequel le cuivre serait incorporé au bout d’un certain 
temps de maturation en solution lors d’une synthèse d’apatite nanocristalline (non dopée en 
début de synthèse). Ainsi, des cristaux d’apatites nanocristallines initialement non dopés en 
cuivre sont dans un premier temps formés puis, dans un second temps, le cuivre est ajouté 
engendrant ainsi la poursuite de la croissance cristalline en présence de cuivre. Le protocole de 
synthèse suivi ici est schématisé sur la Figure IV.122.  
Dans un premier temps, une solution A contenant des ions calcium est préparée à partir 
de nitrate de calcium par dissolution du sel dans de l’eau désionisée. En parallèle, une solution 
B contenant des ions phosphate est réalisée en dissolvant un sel d’hydrogénophosphate 
d’ammonium ((NH4)2HPO4) dans de l’eau désionisée à la concentration de 0,6 mol/L en ions 
phosphate.  
Dans un deuxième temps, la solution A est rapidement versée dans la solution B sous 
agitation et à température ambiante. Après 5 minutes, l’agitation est arrêtée et le précipité est 
« maturé » dans ces conditions pendant une première période de maturation définie. 
Dans un troisième temps, une solution aqueuse C contenant des ions cuivre est 
préparée à partir de nitrate de cuivre (Cu(NO3)2.3H2O). Cette solution est alors versée dans le 
milieu de précipitation (A + B) préalablement remis sous agitation, toujours à température 
ambiante. Une seconde fois, après 5 minutes d’agitation, la solution (A + B + C) est gardée 
dans ces conditions durant un seconde durée de maturation définie. 
Enfin, le précipité est filtré, lavé puis lyophilisé suivant les indications détaillées dans le 
protocole de synthèse de « référence ».  
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*Solution A (calcium)
Solution B 
(phosphates)
Solution C 
(cuivre)
Addition du cuivre
Maturation
additionnelle
Filtration
Lavage
LyophilisationMaturationCo-précipitation
 
Figure IV.122 : Schéma du protocole de synthèse d’apatites nanocristallines dopées en cuivre en surface par ajout de cuivre en cours de maturation 
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Afin d’évaluer l’influence de certains paramètres de synthèse sur l’incorporation du cuivre 
dans ces conditions, diverses synthèses ont été réalisées en modifiant la teneur relative en 
cuivre et le temps maturation entre le début de précipitation et l’ajout de cuivre tout en 
conservant un temps de maturation totale de 6 jours. Les différents paramètres de synthèses 
étudiés sont reportés dans le Tableau IV.58. 
 
Référence
de
l'échantillon
% molaire initial
de cuivre*
( [Cu
2+
]i / ([Ca
2+
]i + [Cu
2+
]i) )
Temps de maturation
en solution
avant ajout de cuivre
Temps de maturation
en solution
après ajout de cuivre
5j18h+6h-0,4%Cu 0,4% 5 jours + 18 heures 6 heures
5j18h+6h-1%Cu 1,0% 5 jours + 18 heures 6 heures
1j+5j-4%Cu 4,0% 1 jour 5 jours
5j+1j-4%Cu 4,0% 5 jours 1 jour
5j18h+6h-4%Cu 4,0% 5 jours + 18 heures 6 heures
5j20h+4h-4%Cu 4,0% 5 jours + 20 heures 4 heures
522h+2h-4%Cu 4,0% 5 jours + 22 heures 2 heures
5j+1j-8%Cu 8,0% 5 jours 1 jour
5j+1j-12%Cu 12,0% 5 jours 1 jour
* dans le milieu final (A+B+C)
 
Tableau IV.58 : Conditions expérimentales de synthèse d’apatites nanocristallines enrichies en cuivre par ajout de 
cuivre en cours de maturation. Les synthèses sont effectuées en utilisant du (NH4)2HPO4 comme sel de phosphate de 
départ et sur une durée totale de maturation en solution de 6 jours 
 
IV.2.4.2.2. Caractérisations physico-chimiques 
 
Tout d’abord, la diffraction des rayons X réalisée sur ces échantillons révèle que l’unique 
phase cristalline présente demeure une apatite nanocristalline (il en est notamment ainsi pour la 
composition dont la teneur en cuivre est de 12 % molaire (échantillon 5j+1j-12%Cu), dont le 
diagramme DRX est présenté à la Figure IV.123, teneur pour laquelle il y avait formation de 
brushite lorsque le cuivre était incorporé au tout début de la synthèse, voir sections 
précédentes). Remarquons qu’à aucun moment la présence d’une autre phase cristalline telle 
que de phosphate de cuivre n’a été détectée dans ce travail. 
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Figure IV.123 : Diagrammes de diffraction des rayons X d’une apatite nanocristalline a) enrichie à 12 % molaire en 
cuivre par ajout de cuivre au 5
ème
 jour de maturation en solution pour un temps total de maturation de 6 jours et b) 
non dopée et maturée 6 jours consécutifs 
 
Afin d’évaluer les teneurs finales en cuivre sur ces échantillons, un dosage élémentaire 
des cations a été effectué par spectrophotométrie et complexométrie. Ces dosages révèlent 
que les proportions en calcium et cuivre initialement incorporées se retrouvent dans les poudres 
finales, quels que soient la teneur initiale ou le moment où le cuivre est incorporé, comme le 
montrent les résultats de quelques-uns des échantillons synthétisés au Tableau IV.59. Ainsi, 
bien que le cuivre ne soit pas ajouté de manière simultanée au calcium dès le début de la 
synthèse, les proportions entre les deux quantités molaires des ions incorporés sont 
conservées dans les produits finaux (mais leur distribution en surface ou en volume diffère 
probablement).  
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Référence
de
l'échantillon
Temps de maturation
en solution
en présence de cuivre
% molaire initial 
de cuivre
( [Cu
2+
]i / ([Ca
2+
]i + [Cu
2+
]i) )
% molaire final 
de cuivre
( [Cu
2+
]f / ([Ca
2+
]f + [Cu
2+
]f) )
1j+5j-4%Cu 5 jours 4,0% 4,1%
5j+1j-4%Cu 1 jour 4,0% 4,0%
5j18h+6h-4%Cu 6 heures 4,0% 4,1%
5j20h+4h-4%Cu 4 heures 4,0% 3,9%
522h+2h-4%Cu 2 heures 4,0% 4,2%
5j+1j-8%Cu 1 jour 8,0% 8,0%
5j+1j-12%Cu 1 jour 12,0% 11,3%  
Tableau IV.59 : Résultats des dosages effectués sur certains échantillons synthétisés par ajout de cuivre en cours de 
maturation, dont le temps total de maturation est de 6 jours 
 
Dans le but d’étudier plus avant l’incorporation de cuivre sur les caractéristiques physico-
chimiques des apatites nanocristallines synthétisées dans ces conditions, une analyse par 
spectroscopie infrarouge a été réalisée, complétée par la décomposition spectrale dans le 
domaine 400-800 cm-1. Ces analyses ont mis en évidence différentes évolutions d’un point de 
vue physico-chimique suivant la modification des différents paramètres de synthèse : 
- A teneur en cuivre initiale constante (ici 4 % molaire), et avec un temps de maturation 
total de 6 jours, plus l’ajout de cuivre est proche du début de précipitation, plus la 
teneur relative en ions hydroxyde est faible (Figure IV.124). En d’autres termes, plus la 
présence de cuivre en solution est longue, plus les composés semblent éloignés de la 
composition stœchiométrique. C’est ce que sous-entendent également les résultats 
de dosage montrant une augmentation du rapport (Ca+Cu)/P avec la diminution du 
« temps de présence » du cuivre en solution, passant de 1,45 ± 0,02 à 1,55 ± 0,02 
lorsque la présence de cuivre était comprise entre 5 jours et 2 heures respectivement. 
Ce phénomène est particulièrement observable lorsque le cuivre est ajouté au 
premier jour de maturation en comparaison avec les autres compositions pour 
lesquelles le cuivre est ajouté pendant le dernier jour ou les dernières heures de 
maturation, comme l’indiquent les résultats de décomposition spectrale de la      
Figure IV.124. De plus, la résolution des spectres, que l’on peut corréler à l’état de 
cristallinité des composés, diminue avec l’augmentation de la période de mise en 
contact du cuivre avec le précipité d’apatite. En revanche, aucune évolution 
significative n’a été observée entre les différents échantillons pour lesquels le cuivre a 
été ajouté durant les dernières 24 heures de maturation en solution (Figure IV.124). 
Ces résultats font écho à ceux décrits dans les sections précédentes de ce travail, où 
le cuivre était considéré comme un inhibiteur de maturation pour les apatites dans la 
mesure où son incorporation engendrait une baisse de l’état de cristallinité et des 
écarts à la stœchiométrie plus importants. Ainsi, bien que la teneur relative en cuivre 
globale dans les compositions soit identique, le fait de n’introduire le cuivre qu’en fin 
de maturation permet de limiter son effet inhibiteur de maturation, puisque celle-ci a 
déjà majoritairement eu lieu. Il faut également noter que « l’état de maturation » 
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(prenant en compte à la fois l’état de cristallinité et l’écart à la stœchiométrie) de 
l’échantillon pour lequel le cuivre a été ajouté après 1 jour de maturation, est plus 
faible que l’état de maturation d’une apatite nanocristalline non dopée qui aurait pour 
temps de maturation 1 jour. Ainsi, le cuivre qui est ajouté à un instant t de la 
maturation ne joue pas un rôle passif ; il joue plutôt un rôle actif dans lequel il abaisse 
l’état de maturation de l’apatite qu’il rencontre lors de son introduction dans la solution 
de précipitation, probablement via des phénomènes de dissolution/reprécipitation. 
Cependant, en suivant ce raisonnement, les composés dont le cuivre a été ajouté 
plus tôt au cours de la maturation devraient présenter des environnements non-
apatitiques de surface plus développés que ceux dont le cuivre a été ajouté plus tard. 
Or les décompositions spectrales montrent que la teneur relative en ions HPO4
2-   
non-apatitiques n’est pas significativement plus importante quand le cuivre était 
ajouté plus tôt. Ceci semble signifier que le cuivre perturbe la chimie de ces 
environnements non-apatitiques de surface. Il n’est donc pas impossible qu’il y ait 
une localisation préférentielle du cuivre en surface des nanocristaux, au sein de la 
couche hydratée.  
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Figure IV.124 : Résultats de décomposition spectrale FTIR sur des échantillons d’apatites nanocristallines dopées en 
cuivre par enrichissement en cuivre en cours de maturation (à 4 % molaire), ayant un temps de maturation total de 6 
jours, en comparaison avec une apatite nanocristalline de référence non dopée et maturée 6 jours 
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- A durée de présence en cuivre constante, ici pendant 1 jour (ajout du cuivre au 5ème 
jour de maturation pour un temps de maturation global de 6 jours), l’augmentation de 
la teneur relative en cuivre génère des spectres FTIR dont la résolution diminue, ce 
qui est en accord avec les résultats DRX (Figure IV.123). Par décomposition spectrale 
du domaine 400-800 cm-1 (Figure IV.125), il n’apparaît cependant pas de variation 
significative de la teneur en ions HPO4
2- non-apatitiques ou OH- apatitiques avec la 
teneur initiale en cuivre introduite au 5ème jour de maturation (sur 6 jours au total). 
Ainsi, le cuivre engendre une inhibition de la croissance cristalline d’autant plus 
prononcé que le teneur en cuivre est importante. Mais le fait qu’il soit introduit 
relativement tardivement au cours de la synthèse (au 5ème jour de maturation) 
engendre une influence sur la composition chimique qui n’est pas détectable de 
manière significative. Or toute la quantité d’ions Cu2+ initialement introduite est 
incorporée au composé final, on peut donc supposer qu’une majorité de ces ions soit 
située en surface des nanocristaux d’apatites voire sous forme de phase amorphe 
séparée. 
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Figure IV.125 : Résultats de décomposition spectrale FTIR sur des échantillons d’apatites nanocristallines dopées en 
cuivre par enrichissement en cuivre en cours de maturation (ici 5 jours après la coprécipitation), ayant un temps de 
maturation total de 6 jours et une teneur en cuivre croissante 
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IV.3. Étude de la libération du cuivre 
 
Afin de déterminer le potentiel mode d’action du cuivre vis-à-vis de bactéries, c’est-à-dire 
une action de l’ion en solution ou directement de la surface du composé d’apatite 
nanocristalline dopée en cuivre, une étude préliminaire de libération fut mise en place pour les 
apatites nanocristallines enrichies en cuivre. Ces tests de libération ont été inspirés des 
recommandations de la pharmacopée européenne et plus particulièrement du protocole 
expérimental de « dissolution apparente » (Pharmacopée, 6,0). Nous détaillerons dans un 
premier temps les composés d’apatites nanocristallines enrichies en cuivre qui ont été étudiés 
lors de ces tests puis nous présenterons dans un second temps les tests de libération et les 
résultats obtenus sur ces composés. 
 
IV.3.1. Préparation et caractérisations physico-chimiques des échantillons 
 
Pour réaliser ces essais préliminaires de libération, deux compositions ont été étudiées :  
- Composition 1 : une apatite nanocristalline enrichie à 10 % molaire en cuivre 
synthétisée en utilisant du Na2HPO4 comme sel de phosphate de départ, dont le 
temps de maturation est de 1 jour (à température ambiante et pH = 7,2). Ce composé 
a été pré-équilibré par la méthode du lavage en utilisant une solution de Na3PO4 à 
pH = 11 présenté à la section II.4.1 du chapitre II. 
- Composition 2 : une apatite nanocristalline enrichie à 15 % molaire en cuivre, 
synthétisée à température ambiante et pH = 7,2 en utilisant du Na2HPO4 comme sel 
de phosphate de départ et dont le cuivre a été ajouté après 22 heures de maturation 
et dont le temps total de maturation en solution est de 1 jour (24 heures). Ce 
composé a été également pré-équilibré par la méthode du lavage en utilisant une 
solution de Na3PO4 à pH = 11. 
Ces compositions ont été choisies pour libérer une quantité maximale de cuivre en 
solution afin de pouvoir, le plus aisément possible et dans un premier temps mesurer les 
concentrations libérées en solution. En effet, elles contiennent la teneur maximale de cuivre que 
l’on puisse incorporer aux apatites nanocristallines tout en conservant un système monophasé 
cristallographiquement. De plus, les conditions de synthèse ont été choisies pour obtenir un état 
de maturation faible, donc théoriquement les plus réactives et une nouvelle fois les plus 
susceptibles de libérer du cuivre en solution. 
 
Les deux échantillons ont été caractérisés par DRX et les diagrammes obtenus sont 
présentés dans la Figure IV.126. 
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Ces données révèlent que les deux échantillons sont composés d’apatite nanocristalline. 
En comparaison avec une apatite nanocristalline non dopée et maturée 1 jour dans les mêmes 
conditions de synthèse (en utilisant Na2HPO4 comme sel de phosphate, à température 
ambiante et pH = 7,2), les diagrammes des composés synthétisés en présence de cuivre se 
révèlent cependant moins bien résolus, malgré son incorporation tardive en cours de 
maturation, attestant d’une baisse de l’état de cristallinité (Figure IV.126). 
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Figure IV.126 : Diagrammes DRX des échantillons étudiés lors des tests de libération : a) composé synthétisé en 
présence de 10 % molaire en cuivre en utilisant Na2HPO4 et avec un temps de maturation de 1 jour et b) composé 
synthétisé en présence de 15 % molaire en cuivre en utilisant Na2HPO4 et dont le cuivre a été introduit après 22 heures 
de maturation pour un temps total de 1 jour. Ces deux composés ont été pré-équilibrés, en comparaison avec c) une 
apatite nanocristalline non dopée synthétisée avec Na2HPO4 ayant pour temps de maturation 1 jour 
 
Ces observations sont confirmées par les analyses de profile fitting dont les résultats 
sont reportés dans le Tableau IV.60. En effet, les dimensions des cristallites sont plus faibles 
(diminution des valeurs L(00l) et L(hk0)) et le désordre cristallin plus important (augmentation 
de g002) pour les apatites nanocristallines enrichies en cuivre (à 10 ou 15 % molaire) en 
comparaison avec une apatite non dopée présentant un temps de maturation en solution total 
identique (Tableau IV.60a, b et c). Lorsque l’on compare l’échantillon synthétisé en présence de 
10 % molaire en cuivre maturé 1 jour avec celui synthétisé en présence de 15 % molaire maturé 
22 heures en absence de cuivre et 2 heures en présence de cuivre, il s’avère également que 
l’état de cristallinité est plus faible pour le composé synthétisé avec 10 % de cuivre (dimensions 
plus faibles et désordre cristallin plus important). Bien que la teneur en cuivre soit plus faible 
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(10 % contre 15 %), le fait d’introduire le cuivre plus « tôt » au cours de la synthèse engendre 
une plus importante baisse de l’état de cristallinité (à temps de maturation total égal) (Tableau 
IV.60a et b). Enfin, lorsqu’on compare les données obtenues avec l’échantillon synthétisé en 
présence de 15 % molaire maturé 22 heures en absence de cuivre et 2 heures en présence de 
cuivre avec celle d’une apatite nanocristalline non dopée et maturée 15 heures en solution 
(temps de maturation le plus proche de 22 heures, inférieur à 24 heures), les dimensions des 
nanocristaux sont également plus petites pour l’échantillon enrichi en cuivre (Tableau IV.60b 
et d). Ces données de DRX confirment que l’introduction de cuivre à un instant t de la 
maturation ne fait pas que stopper les processus de croissance cristalline mais abaisse 
« activement » l’état de cristallinité en diminuant la taille des cristallites. Ceci suggère 
l’implication de phénomènes de dissolution/reprécipitation en présence de cuivre.  
Pour les deux échantillons d’apatites nanocristallines enrichies en cuivre (à 10 % et 15 % 
molaire) une baisse du volume de maille cristalline est observée en comparaison avec des 
apatites nanocristallines non dopées (Tableau IV.60a, b, c et d). Cette observation suggère une 
incorporation partielle d’ions Cu2+ au sein des environnements apatitiques (bien que le cuivre ait 
été introduit peu de temps avant l’étape de filtration/lavage dans le cas de l’échantillon enrichi à 
15 % molaire). 
 
L (002 )
(nm)
L (310 )
(nm)
L (00 l )
(nm)
L (h 00 )
(nm)
a 10% 1 jour 12,1 ± 0,1 2,1 ± 0,1 10,5 ± 0,1 1,2 ± 0,1 0,0146 ± 0,0002 527,3 ± 1,0
b 15%
1 jour 
(22h sans Cu + 2h avec)
15,9 ± 0,5 2,3 ± 0,1 12,7 ± 0,8 1,6 ± 0,4 0,0103 ± 0,0010 523,7 ± 1,1
c 0% 1 jour 20,4 ± 0,2 3,4 ± 0,1 15,1 ± 0,2 2,3 ± 0,1 0,0066 ± 0,0002 530,9 ± 0,5
d 0% 15 heures 17,1 ± 0,2 2,3 ± 0,1 13,6 ± 0,2 1,5 ± 0,1 0,0101 ± 0,0003 530,4 ± 1,0
Numéro g(002)
V maille 
(Å
3
)
Teneur relative 
initiale 
en cuivre
Scherrer Hosemann & Vogel
Temps de 
maturation
 
Tableau IV.60 : Résultats issus de profile fitting réalisés sur des diffactogrammes de rayons X ( Cu)  d’échantillons 
d’apatites nanocristallines synthétisées en utilisant Na2HPO4 comme sel de phosphate de départ à température 
ambiante et à pH=7,2 : a)  en présence de 10 % molaire en cuivre et maturée 1 jour en solution, b) en présence de 15 % 
molaire en cuivre maturée 22 heures en absence de cuivre et 2 heure en sa présence, c) non dopée et maturée 1 jour et 
d) non dopée et maturée pendant 15 heures 
 
IV.3.2. Tests de libération 
 
Pour réaliser les tests, les deux échantillons enrichis en cuivre décrit dans la sous-
section précédente ont été utilisés, à savoir l’apatite nanocristalline synthétisée en utilisant 
Na2HPO4, en présence de 10 % molaire en cuivre, et avec un temps de maturation de 1 jour et 
l’apatite nanocristalline synthétisé en utilisant Na2HPO4 et en présence de 15 % molaire maturé 
22 heures en absence de cuivre et 2 heures en présence de cuivre. Ces échantillons ont été 
mis sous forme de pastille de 13 mm de diamètre avec une masse de 150 mg par compression 
uniaxiale à température ambiante à la pression de 80 MPa. Les tests ont été menés soit en 
présence d’une seule pastille soit en présence de 2 pastilles simultanément.  
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Le protocole expérimental du test de libération est le suivant : 
Les pastilles sont placées dans une cellule à flux continu (schématisée dans la Figure IV.127) 
dont le fond est tapissé de fines billes de silice (d’un diamètre proche de 1 mm) et d’une bille de 
taille plus importante (d’un diamètre proche de 4 mm) de rubis afin de limiter la fluctuation du 
débit de solution traversant la cellule. Cette cellule est reliée à un circuit dans lequel circule le 
milieu de libération via une pompe à piston délivrant un débit de 15 L/h. Le milieu de libération 
choisi ici est de l’eau (pH = 7,5). Ce milieu, exempt d’ions, a été choisi en premier lieu dans ces 
tests préliminaires afin de disposer d’une expérience de référence évitant les interactions 
possibles avec les ions du milieu (où seule la dissolution de l’apatite est obtenue). Le test s’est 
déroulé à la température de 37 °C (température physiologique) sur un temps total de 60 heures. 
Sur cette période 6 prélèvements de 5 mL ont été effectués aux temps t1 = 6 heures, 
t2 = 12 heures, t3 = 24 heures, t4 = 36 heures, t5 = 48 heures et t6 = 60 heures (temps compris 
entre le début du test et le prélèvement). A chaque prélèvement, le même volume de milieu de 
réaction a été ajouté dans le circuit afin de conserver un volume total constant.  
 
Afin de quantifier les teneurs en ions calcium, cuivre, sodium et phosphore libérées 
durant l’expérimentation, des analyses par ICP-OES ont été réalisés sur les prélèvements 
effectués au cours de ces tests de libération. 
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Figure IV.127 : Schéma du montage des tests de libération en flux continu 
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Les résultats des analyses ICP-OES effectuées sur les derniers prélèvements (à t = 60 
heures) sont reportés dans le Tableau IV.61. 
 
Échantillon
Nombre 
de pastilles 
par cellule
c° en calcium*
(mmol/L)
c° en cuivre*
(mmol/L)
c° en sodium*
(mmol/L)
c° en phosphore*
(mmol/L)
Milieu de libération
avant test (eau)
0 0,01 ± 0,01 0 0,12 ± 0,01 0
a 1 0,18 ± 0,03 0 0,32 ± 0,02 0,23 ± 0,01
a 2 0,22 ± 0,03 0 0,50 ± 0,02 0,40 ± 0,01
b 1 0,16 ± 0,03 0 0,51 ± 0,02 0,32 ± 0,01
b 2 0,12 ± 0,03 0 0,89 ± 0,02 0,45 ± 0,01
* concentration en solution dans le milieu de libération circulant  
Tableau IV.61 : Résultats de dosage chimique par ICP-OES des prélèvements réalisés après 60 heures de test de 
libération dans l’eau sur des échantillons synthétisés avec Na2HPO4 et préparés en présence de 10 % molaire et 
maturés 1 jour en cuivre ou de 15 % molaire en cuivre maturés 22 heures sans cuivre et 2 heures avec 
 
Ces analyses révèlent tout d’abord des concentrations non nulles en calcium et en 
phosphore, comprises entre 0,12 et 0,22 mmol/L pour le calcium et entre 0,23 et 0,45 mmol/L 
pour le phosphore, dans le milieu de libération après 60 heures de test. Le milieu de libération 
(eau) ne contient initialement ni de calcium ni de phosphore (Tableau IV.61), la présence de 
calcium et de phosphore dans les prélèvements est donc due à la libération de ces éléments 
par les échantillons (qu’ils soient dopés à 10 % ou 15 % en cuivre). Ces analyses révèlent des 
concentrations en sodium libérées relativement élevées (entre 0,32 et 0,89 mmol/L) et 
supérieures aux concentrations en calcium. Or la teneur en sodium présente dans les 
échantillons (synthétisés en utilisant Na2HPO4 comme sel de départ et en présence de cuivre) 
est de l’ordre de 2 % molaire des cations totaux (soit une teneur en sodium très inférieure à la 
teneur en calcium). En analysant les résultats d’ICP-OES obtenus sur le milieu de libération 
initial utilisé ici (avant les tests), on relève une teneur en sodium non nulle. Il semble donc y 
avoir une pollution au sodium du milieu de libération, possiblement en lien avec l’utilisation de 
récipients et de billes en verre au cours du protocole. Les concentrations en sodium mesurées 
dans les prélèvements sont cependant systématiquement supérieures à celles mesurées dans 
l’eau de départ. Cette quantité importante de sodium supplémentaire est donc issue des 
échantillons, ce qui est soutenu par le fait que la concentration en sodium soit plus élevée pour 
les tests menés avec 2 pastilles en comparaison de ceux menés avec une seule pastille.  
Remarquons que les rapports Ca/P en solution issus de ces dosages mènent à une 
valeur significativement inférieure à celle du solide initial. Ce phénomène pourrait cependant 
être imputé à la libération simultanée du sodium qui n’est pas prise en compte dans ce calcul. 
Enfin, les analyses ne révèlent pas de quantités détectables de cuivre et ce pour tous les 
tests effectués ici, mêmes ceux où 2 pastilles ont été utilisées.  
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Il est néanmoins possible d’extraire des informations intéressantes de ces analyses. 
L’eau utilisée pour ces tests est un milieu ne contenant pas (ou peu) d’ions susceptibles d’être 
échangés avec les ions présents au sein des échantillons d’apatites nanocristallines. Il apparaît 
donc que la libération de calcium, de sodium et de phosphore soient majoritairement réalisée 
par des mécanismes de dissolution partielle. Les environnements les plus sensibles à ces 
phénomènes de dissolution partielle sont les environnements non-apatitiques en raison de leur 
présence en surface des nanocristaux et de la moins forte cohésion entre les ions qui les 
composent (comparée aux environnements apatitiques). Ainsi, l’importante concentration en 
sodium mesurée dans le milieu de libération pourrait provenir d’une ségrégation des ions 
sodium dans les environnements non-apatitiques de surface plutôt que dans le cœur apatitique 
des nanocristaux d’apatite. Enfin, ces phénomènes pourraient également être appliqués au 
cuivre. Si une part importante des ions cuivre sont distribués préférentiellement dans le cœur 
apatitique des nanocristaux d’apatite (comme semble l’indiquer la diminution du volume de 
maille cristalline décrit dans la section IV.2.2.4), ils seront (à l’inverse des ions sodium) plus 
difficilement libérables par dissolution, ce qui engendrerait le fait qu’ils ne soient pas détectés 
ici.  
 
IV.4. Évaluations biologiques/microbiologiques 
IV.4.1. Évaluation de la cytotoxicité 
 
Afin d’évaluer la toxicité des apatites nanocristallines enrichies en cuivre vis-à-vis des 
cellules humaines, des tests de cytotoxicité au rouge neutre ont été réalisées sur des cellules 
ostéogéniques CAL-72. Le protocole expérimental suivi pour ces tests est identique à celui 
décrit dans la section II.4.2 du chapitre II de ce manuscrit.  
Les premiers échantillons  ayant été analysés sont des apatites nanocristallines enrichies 
à 4 % molaire en cuivre, synthétisées en utilisant du (NH4)2HPO4 comme sel de phosphate de 
départ et dont le temps de maturation était de 1 et 6 jours (à température ambiante et pH = 7,2). 
Les tests ont été conduits sur des pastilles obtenues par compression uniaxiale à température 
ambiante et à la pression de 50 MPa avec un diamètre de 19 mm et une masse de 240 mg.  
 
Les résultats de spectrophotométrie obtenus sur ces produits après le test au rouge 
neutre sont reportés sur la Figure IV.128. Ces résultats reportent des valeurs de densité optique 
à la longueur d’onde de 540 nm. Ces valeurs sont directement proportionnelles au nombre de 
cellules ayant une membrane intacte et donc au nombre de cellules viables.  
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Figure IV.128 : Résultats de spectrophotométrie après test au rouge neutre sur des cellules ostéogéniques CAL-72 mis 
en contact 24 heures avec des pastilles d’apatites nanocristallines enrichies à 4 % molaire en cuivre et dont le temps de 
maturation est de 1 et 6 jours 
 
Ces données indiquent une densité optique proche de 0,1 pour les échantillons 
d’apatites enrichies à 4 % molaire en cuivre, or le contrôle positif, mesuré pour des conditions 
optimales de croissance des cellules, a une densité optique proche de 0,45. Ainsi, les résultats 
de ces tests au rouge neutre révèlent qu’un enrichissement à 4 % molaire des apatites 
nanocristallines est cytotoxique pour des cellules ostéogéniques humaines, alors que sans 
dopage, ces apatites ne le sont pas (voir section II.4.2 du chapitre II). Il apparaît également que 
le temps de maturation en solution de ces apatites dopées en cuivre, ici entre 1 et 6 jours, n’a 
aucune influence sur la toxicité des produits. 
 
D’après les données physico-chimiques récoltées tout au long de ce travail et décrites 
dans les sections précédentes, il apparaît que pour enrichir en cuivre des apatites 
nanocristallines, l’utilisation de Na2HPO4, comme sel de phosphate de départ au moment de la 
synthèse, est plus approprié que l’utilisation de (NH4)2HPO4. Nous avons donc réalisé une série 
de composés d’apatites nanocristallines enrichies avec des teneurs croissantes en cuivre et 
synthétisées avec Na2HPO4, en conservant 1 jour de maturation à température ambiante et à 
pH = 7,2. Ces composés dont la teneur relative en cuivre est de 0,01 % ; 0,05 % ; 0,1 % ; 0,2 
% ; 0,5 % ; 1 % ; 5 % et 10 % (pourcentage molaire initial par rapport aux ions calcium), ont 
également été soumis au test de cytotoxicité au rouge neutre afin d’en évaluer l’influence de la 
teneur en cuivre. Pour ces tests, des pastilles mises en forme par compression uniaxiale à 
température ambiante à la pression de 40 ou 80 MPa avec un diamètre de 13 mm et à partir de 
150 mg de poudre ont été utilisées. Les résultats de spectrophotométrie à 540 nm après mise 
en contact des pastilles avec les cellules pendant 24 et 48 heures et révélation au rouge neutre, 
sont reportés à la Figure IV.129.  
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Figure IV.129 : Résultats de spectrophotométrie après test au rouge neutre sur des cellules ostéogéniques CAL-72 mis 
en contact 24 et 48 heures avec des pastilles d’apatites nanocristallines enrichies avec une teneur en cuivre croissante, 
dont le temps de maturation est de 1 jour et dont la synthèse fut effectué en utilisant du Na2HPO4 
 
Ces données indiquent que les valeurs de densité optique obtenues avec les composés 
ayant des teneurs en cuivre entre 0 et 0,2 % molaire incluse sont du même ordre de grandeur 
que la valeur du contrôle positif (entre DO = 0,6 et DO = 0,8). A partir de 0,5 % molaire et au-
delà, les valeurs de densité optique sont au contraire très proches de celle du contrôle négatif. 
On ne distingue pas de différence entre les tests à 24 et 48 heures de mise en contact avec les 
cellules. Ainsi, lorsque le teneur initiale en cuivre en supérieure ou égale à 0,5 % molaire, les 
apatites nanocristallines dopées au cuivre deviennent cytotoxiques pour des cellules 
ostéogéniques, alors qu’elles ne le sont pas en-deçà de ce taux de dopage.  
 
Au final, ces données sur cellules ostéogéniques révèlent que la présence de cuivre 
dans les apatites nanocristallines génère dans certains cas un caractère cytotoxique : les 
cellules ne survivent pas à une teneur relative de 0,5 % molaire en cuivre (pourcentage par 
rapport aux cations totaux) et au-delà. En revanche, pour des teneurs relatives strictement 
inférieures à 0,5 % molaire en cuivre, aucune toxicité n’apparaît, même après 48 heures de 
mise en contact, entre les cellules et les matériaux. 
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IV.4.2. Évaluation des propriétés antibactériennes 
 
Afin d’évaluer les propriétés antibactériennes éventuelles des apatites nanocristallines 
enrichies en cuivre précédemment décrites, divers tests (voir description à la section II.4.4 du 
chapitre II) ont été réalisés de manière préalable sur poudres puis de façon plus approfondie 
sur échantillons pastillés, comme précédemment dans le cas du zinc. 
 
IV.4.2.1. Tests préliminaires sur poudre 
 
Durant la première partie de ce travail, des échantillons d’apatites nanocristallines 
enrichies avec la teneur en cuivre relativement élevée de 4 % molaire ont été évalués visant à 
mettre en évidence une possible activité antibactérienne de tels composés enrichis en cuivre. 
Rappelons que le projet ANR (projet BioCapabili) dans lequel s’inscrivent ces travaux de thèse 
comportait diverses tâches et sous-tâches qui ont été traitées conjointement. Ainsi les tests 
préliminaires présentés dans cette sous-section ont été réalisés parallèlement aux tests de 
cytotoxicité décrits dans la section précédente. La teneur en cuivre limite au-delà de laquelle les 
échantillons d’apatite nanocristalline présentent des effets cytotoxiques (teneurs initiales en 
cuivre supérieures ou égales à 0,5 % molaire) a donc été déterminée à la suite de ces tests.  
 
Les échantillons testés ici sont des apatites nanocristallines synthétisées en présence de 
4 % de cuivre (pourcentage molaire de cations) ayant pour temps de maturation en solution 1 et 
6 jours à température ambiante, à pH = 7,2 et utilisant du (NH4)2HPO4 comme sel de phosphate 
de départ. En tant que référence, une apatite nanocristalline non dopée avec un temps de 
maturation en solution égal à 1 jour et synthétisée en conservant les mêmes conditions de 
synthèse a également été utilisée.  
Pour ces tests préliminaires, les échantillons ont été évalués sous forme de poudre. 
Comme dans le cas du zinc, deux souches bactériennes ont été étudiées à ce stade : E. coli et 
P. aeruginosa ; le protocole expérimental étant décrit dans la section III.3.2.1 du chapitre III. Le 
biofilm formé durant cette période de mise en contact a été analysé par ajout de diacétate de 
fluorescéine, afin de pouvoir observer les bactéries viables par fluorescence. 
Les résultats de ces tests, exprimés en pourcentage de fluorescence (RFU) par rapport à 
la référence (apatite non dopée), sont reportés sur la Figure IV.130. 
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Figure IV.130 : Tests microbiologiques au diacétate de fluorescéine (analyse du biofilm) sur des pastilles d’apatite 
nanocristalline enrichie à 4 % molaire en cuivre (pourcentage de cations) ayant des temps de maturation de 1 et 6 
jours, après mise en contact de 48 heures avec des bactéries du type E. coli et P. aeruginosa 
 
Ces résultats indiquent une diminution de la fluorescence après mise en contact des 
bactéries avec les composés enrichis en cuivre en comparaison avec la référence n’en 
contenant pas. Dans la mesure où le pourcentage de fluorescence est proportionnel au nombre 
de bactéries vivantes, les données mettent alors en évidence l’efficacité d’un enrichissement en 
cuivre égal à 4 % molaire pour diminuer significativement le nombre de bactéries du type E. coli 
ou P. aeruginosa. Les apatites nanocristallines enrichies à 4 % molaire en cuivre dans ces 
conditions présenteraient donc un effet antibactérien, contrairement à celles non dopées.  
L’on peut cependant observer une fluorescence plus importante lorsque l’on compare les 
échantillons mis en contact avec P. aeruginosa avec ceux mis en contact avec E. coli. Bien que 
les échantillons au cuivre semblent inhiber la prolifération des deux types bactériens, P. 
aeruginosa semble moins sensible qu’E. coli aux effets du cuivre dans ces conditions. Ce 
phénomène peut probablement être relié à la faculté de P. aeruginosa a former aisément un 
biofilm particulièrement résistant aux agents antibactériens (tels que les antibiotiques, Anwar et 
al., 1992 ; Drenkard, 2003). Ainsi, même si le cuivre inhibe ou ralentit la prolifération des 
bactéries, il est possible que la formation de ce biofilm les protège dans une certaine mesure de 
ses effets. 
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Des différences peuvent également être observées lorsque l’on compare les échantillons 
dont le temps de maturation est de 1 et 6 jours, tous deux à 4 % molaire en cuivre. En effet, le 
pourcentage de fluorescence (donc la viabilité bactérienne) est systématiquement plus haut 
pour les échantillons maturés 6 jours que ceux maturés 1 jour, ces derniers ont donc une action 
antibactérienne plus importante dans ces conditions. Étant donné que l’augmentation du temps 
de maturation engendre des composés mieux cristallisés, plus proches chimiquement de la 
stœchiométrie et comportant moins d’environnements non-apatitiques de surface, l’on s’attend 
effectivement à des composés moins réactifs et moins solubles. La disponibilité du cuivre et/ou 
sa libération (en milieu de culture / biologique) est donc supposément moins importante pour les 
échantillons dont le temps maturation est de 6 jours en comparaison avec ceux maturés 1 jour, 
ce qui peut expliquer les différences d’activités antibactériennes observées.  
 
En conclusion, l’on pu noter que les apatites nanocristallines enrichies en cuivre 
présentent dans ces conditions de tests des propriétés antibactériennes identifiables sur les 
types E. coli et P. aeruginosa, et dont l’activité peut potentiellement être modulée par le temps 
de maturation des apatites lors de leur synthèse. Afin d’explorer le potentiel antibactérien de 
ces systèmes plus avant, nous avons alors procédé à des analyses plus poussées sur 
échantillons pastillés, ce qui fait l’objet de la sous-section suivante. 
 
IV.4.2.2. Tests sur pastilles 
 
Les tests destinés à évaluer les propriétés antibactériennes des apatites nanocristallines 
enrichies en cuivre décrits dans cette sous-section ont été réalisés sur des pastilles ayant un 
diamètre de 13 mm et une masse de 150 mg obtenues par compression uniaxiale à 
température ambiante et à la pression de 40 ou 80 MPa. Notons que les pastilles mises en 
forme à 80 MPa permettent de limiter les phénomènes de fissuration observés sur certains 
échantillons après leur immersion dans les milieux de culture cellulaire. De plus, les données 
physico-chimiques décrites dans les sections précédentes de ce chapitre ont révélées que 
l’utilisation du Na2HPO4 en remplacement du (NH4)2HPO4 comme sel de phosphate pour la 
synthèse d’apatites nanocristallines dopées en cuivre permettait d’obtenir des composés 
monophasés de manière plus reproductible et plus aisé. C’est pourquoi les échantillons étudiés 
lors des tests d’évaluation des propriétés antibactériennes décrits dans les sections suivantes 
seront issus de synthèses utilisant le Na2HPO4 comme sel de phosphate de départ. 
Les résultats de tests microbiologiques obtenus ci-dessus sur poudres ont mis en 
évidence, contrairement au cas du zinc, l’effet antibactérien joué par la présence d’ions cuivre 
au sein de systèmes apatitiques. Afin de s’assurer que l’activité antibactérienne de tels 
composés ne soit pas en partie associée à un phénomène d’acidification subséquent à 
l’immersion de l’apatite dopée dans le milieu de culture, il nous a paru judicieux d’évaluer en 
premier lieu l’effet de divers pré-traitements des apatites sur l’activité évaluée.  
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IV.4.2.2.1. Effet de l’étape de pré-équilibrage - Cas de S. aureus 
 
Cette étude a été menée plus spécifiquement sur S. aureus, étant un des                
micro-organismes le plus souvent identifié lors d’infections nosocomiales en chirurgie 
orthopédique. Le cas de deux échantillons enrichis en cuivre a été examiné : une apatite 
nanocristalline synthétisée en utilisant Na2HPO4 comme sel de phosphate de départ ayant pour 
temps de maturation 1 jour (à température ambiante et pH = 7,2) et dont la teneur initiale en 
cuivre est de 0,1 % (pourcentage molaire par rapport au calcium + cuivre), et une dont la teneur 
en cuivre est de 0,5 %.  
 
Trois conditions de pré-traitement différentes ont été explorées : 
- Soit un pré-traitement réalisé lors de la synthèse de l’échantillon par lavage du 
précipité d’apatite avec une solution de Na3PO4 à pH = 11 (étape de pré-équilibrage 
détaillée dans la section II.4.1 du chapitre II), 
- Soit un pré-traitement réalisé après la synthèse et la mise en forme de l’échantillon 
par une immersion préalable de la pastille d’apatite dans du DMEM complété (milieu 
de culture cellulaire utilisé pour l’étude de cytotoxicité menée en parallèle, dont la 
composition est détaillée dans la section II.4.2 du chapitre II) pendant 24 heures 
avant la procédure d’évaluation des propriétés antibactériennes, 
- Soit le cumul des deux traitements (lavage du précipité par Na3PO4 + pré-immersion 
des pastilles dans le DMEM complété)  
 
Après ces traitements, les échantillons ont été mis en contact avec 1 mL de peptone 
saline contenant les cellules S. aureus et incubés à 37 °C pendant 48 heures. Il faut noter que 
le milieu utilisé pour ces tests a été la peptone saline exempte d’ions phosphate, c’est-à-dire 
préparée uniquement avec 4,3 g/L de NaCl et 1 g/L de peptone de viande, afin de limiter les 
interactions potentielles entre ces ions phosphate et les échantillons d’apatites nanocristallines. 
La quantification des bactéries a été réalisée par la méthode « agar » (analyse du surnageant) 
décrite dans le chapitre II (section II.4.4), dont les résultats sont reportés dans la Figure IV.131.  
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Figure IV.131 : Tests microbiologiques sur S. aureus réalisés sur des pastilles d’apatite nanocristalline ayant des temps 
de maturation de 1 jour, synthétisée avec Na2HPO4 comme sel de phosphate de départ à température ambiante et 
pH=7,2, ayant des teneurs relatives initiale en cuivre égales à 0,1 et 0,5 % molaire et après application de différents 
modes de pré-équilibrage 
 
Bien qu’un effet dose n’apparaissent pas clairement ici, tous ces résultats révèlent une 
diminution du nombre de colonies bactériennes formées. Ainsi, des propriétés antibactériennes 
sont observées lorsque les apatites nanocristallines sont synthétisées en présence de 0,1 et 
0,5 % molaire, quel que soit leur mode de pré-équilibrage, ce qui ne fut pas observé pour des 
apatites nanocristallines non dopées (section II.4.4 du chapitre II). En revanche, des disparités 
au niveau de l’activité antibactérienne apparaissent entre ces échantillons en fonction des 
conditions de pré-traitement. Lorsqu’une seule étape de pré-équilibrage (lors de la synthèse ou 
a posteriori sur les pastilles) est appliquée aux échantillons, une diminution du nombre de 
bactéries d’un facteur compris entre 101 et 103 est observée. Lorsque les deux modes de pré-
équilibrage (lors de la synthèse + sur les pastilles) sont appliqués, les échantillons engendrent 
une diminution du nombre de bactéries d’un facteur 105 à 107, soit une élimination de plus 
99,99 % des micro-organismes. Le cumul des deux étapes de pré-équilibrage engendre donc ici 
un accroissement très significatif des propriétés antibactériennes des apatites nanocristallines 
enrichies en cuivre.  
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Il apparaît difficile, à ce stade, de déterminer les raisons exactes pour lesquelles une telle 
différence d’activité antibactérienne est observée suivant ces conditions de pré-équilibrage. Le 
DMEM complété utilisé ici est en effet un milieu complexe (composition détaillée dans la 
section II.4.2 du chapitre II) contenant un grand nombre d’ions minéraux, de protéines et 
d’acides aminés ainsi que des antibiotiques (pénicilline et streptomycine) potentiellement 
capables d’interagir avec la surface des nanocristaux d’apatites via des phénomènes 
d’adsorption ou d’échanges ioniques de surface. Notons néanmoins que la présence de ces 
« additifs » ne saurait expliquer, à elle seule, la propriété antibactérienne observée compte-tenu 
de l’absence totale d’activité des échantillons non dopés. L’incorporation de l’élément cuivre à 
ces systèmes apatitiques nanocristallins est donc ici une condition essentielle à l’obtention 
d’une activité antibactérienne importante. Cependant, la succession des deux étapes de pré-
traitement (lavage du précipité avec Na3PO4 + pré-immersion des pastilles dans le DMEM 
complété) semble également un pré-requis à l’obtention d’une activité remarquable. L’étape de 
pré-équilibrage réalisée au moment de la synthèse par lavage du précipité avec une solution de 
Na3PO4 à pH = 11 engendre probablement des modifications de l’extrême surface des 
nanocristaux d’apatites (modification de l’état de protonation des ions phosphate, …), bien que 
celles-ci n’aient pas été détectées de façon significative par les techniques d’analyses utilisées 
au cours de ce travail, pas suffisamment sensibles à l’extrême surface. La complexité des 
phénomènes physico-chimiques ainsi que la variété des espèces chimiques mises en jeu lors 
de ces étapes de pré-équilibrage rendent ainsi délicate l’interprétation de l’activité 
antibactérienne observée ici. Afin d’avancer dans la compréhension plus détaillée des effets du 
DMEM complété, il pourra notamment être intéressant comme perspective de ce travail 
d’étudier l’effet potentiel d’un pré-traitement avec du DMEM non complété, afin d’identifier le 
rôle possiblement joué par les additifs utilisés en complément de ce milieu, voire de mettre en 
évidence des phénomènes de synergie entre les ions Cu2+ et ces composants. 
 
Les résultats ci-dessus ayant indiqué l’intérêt potentiel du double pré-traitement des 
échantillons (lors de la synthèse et a posteriori sur les pastilles), nous avons appliqué ces 
conditions dans la suite des tests microbiologiques sur échantillons dopés au cuivre, visant en 
particulier à approfondir l’influence de la teneur en cuivre, et ce sur diverses souches 
bactériennes. 
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IV.4.2.2.1. Influence de la teneur en cuivre - Étude de plusieurs souches 
bactériennes 
 
Afin de déterminer l’influence de la teneur en cuivre des échantillons, des tests 
microbiologiques ont été réalisés sur diverses apatites nanocristallines synthétisées avec des 
teneurs croissantes en cuivre comprises entre 0,01 % et 0,5 % molaire. Plusieurs souches de 
micro-organismes présentant des caractéristiques différentes ont été testées ici : 
- des souches bactériennes à Gram-négatif : E. coli et P. aeruginosa 
- des souches bactériennes à Gram-positif : S. aureus et S. epidermidis 
- une souche bactérienne anaérobie (germes évoluant en milieu non-oxygéné 
généralement responsable d’infections en site dentaire) à Gram-positif : 
A. denticolens 
Pour réaliser ces tests, une série de 6 apatites nanocristallines ont été synthétisées avec 
des teneurs relatives en cuivre comprises entre 0 et 0,5 % molaire (0 %, 0,01 %, 0,05 %, 0,1 %, 
0,2 % et 0,5 %) en utilisant Na2HPO4 comme sel de phosphate de départ, avec un temps de 
maturation de 1 jour à température ambiante et à pH = 7,2. Pour être évalués, ces échantillons 
ont été mis sous forme de pastilles d’un diamètre de 13 mm et d’une masse de 150 mg par 
compression uniaxiale à température ambiante et à la pression de 80 MPa. D’après les 
résultats présentés dans la section précédente, les conditions de pré-équilibrages optimales 
(parmi les conditions testées) ont été appliquées aux échantillons, c’est-à-dire qu’ils ont été pré-
équilibrés lors de la synthèse par un lavage du précipité avec une solution de Na3PO4 à pH = 11 
puis a posteriori par immersion des pastilles 24 heures dans du DMEM. L’analyse de la viabilité 
bactérienne a été effectuée sur le surnageant en utilisant la méthode « agar ». Les résultats de 
cette étude, exprimés en cfu/mL, sont reportés dans la Figure IV.132.  
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Figure IV.132 : Résultats de tests d’agar issus des tests microbiologiques sur des pastilles d’apatite nanocristalline maturée 1 jour à température ambiante et pH=7,2, synthétisée 
en utilisant Na2HPO4 comme sel de phosphate de départ et en présence de teneur en cuivre croissante comprises entre 0 et 0,5 % ayant subi 2 étapes de pré-équilibrage, après 
mise en contact de 24 heures avec des bactéries du type S. aureus, S. epidermidis, E. coli, P. aeruginosa et A. denticolens 
Chapitre IV – Enrichissement en cuivre  
 321 
Ces données révèlent des résultats variant suivant la souche bactérienne étudiée : 
- Pour S. aureus (Gram-positif), une réduction significative du nombre de colonies 
bactériennes formées est observée pour tous les échantillons, c’est-à-dire dès que la 
teneur initiale en cuivre atteint 0,01 % molaire, en comparaison avec le contrôle 
négatif (non-antibactérien). Les apatites nanocristallines synthétisées avec des 
teneurs en cuivre supérieures ou égales à 0,01 % molaire possèdent ainsi une 
activité antibactérienne sur S. aureus suffisante pour éliminer plus de 99,99 % des 
germes. 
- Pour S. epidermidis (Gram-positif), les résultats obtenus pour tous les échantillons 
révèlent également une diminution du nombre de colonies bactériennes formées en 
comparaison avec le contrôle. L’importance de la diminution est dépendante de la 
teneur en cuivre : les échantillons synthétisés avec 0,01 et 0,1 % de cuivre éliminent 
99,00 % des bactéries alors que les échantillons synthétisés avec 0,5 % de cuivre en 
éliminent 99,95 % et ceux synthétisés avec 0,05 et 0,2 % de cuivre en éliminent plus 
de 99,99 %. Le résultat obtenu pour l’échantillon synthétisé avec 0,1 % de cuivre 
paraît provenir d’un artefact de mesure. Il apparaît donc que les échantillons dont la 
teneur en cuivre est comprise entre 0,05 et 0,2 % molaire soient les plus efficaces 
pour lutter contre les germes S. epidermidis. 
- Pour les bactéries à Gram-négatif E. coli et P. aeruginosa, les résultats obtenus avec 
les échantillons d’apatites nanocristallines ne montrent aucune différence avec le 
contrôle négatif (non-antibactérien). Ces compositions enrichies en cuivre ne 
semblent donc pas posséder de propriétés antibactériennes vis-à-vis de ces germes, 
du moins dans ces conditions de tests.  
- Pour A. denticolens (anaérobie et Gram-positif), les résultats révèlent une diminution 
progressive du nombre de colonies bactériennes formées à mesure que la teneur en 
cuivre augmente. Si l’échantillon dopé à 0,01 % de cuivre ne démontre aucune 
activité, les échantillons testés présentant un plus fort taux de dopage en cuivre 
(teneurs entre 0,05 à 0,5 %) engendrent une diminution de plus en plus significative 
du nombre de bactéries (d’un facteur 10 à 1000), permettant par exemple de réduire 
de 99,90 % le nombre de bactéries pour une teneur en cuivre de 0,5 %. 
 
Au final, les données obtenues au cours de ces tests microbiologiques réalisés sur des 
échantillons d’apatites nanocristallines enrichies en cuivre et ayant subi les deux types de pré-
traitements mentionnés plus haut, semble indiquer une plus grande efficacité pour lutter contre 
les germes à Gram-positif que contre les germes à Gram-négatif. Au vu de ces résultats, ces 
composés possèdent un effet antibactérien suffisant pour éliminer in vitro plus de 99,99 % des 
bactéries S. aureus, une souche bactérienne couramment impliquée lors d’infections 
nosocomiales en site osseux. De plus, cette activité antibactérienne apparaît pour de faibles 
teneurs en cuivre, de l’ordre de 0,01 % molaire, c'est-à-dire à des teneurs qui ne sont pas 
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cytotoxiques. En revanche, le traitement impliquant le DMEM (qui semble requis ici) reste une 
étape contraignante et difficilement transposable telle quelle à un niveau pilote voire industriel. Il 
sera intéressant néanmoins dans les perspectives de ce travail impliquant l’élément cuivre de 
déterminer plus spécifiquement le(s) facteur(s) influant(s) sur cette variation d’activité 
antimicrobienne afin de mettre en place un protocole de pré-traitement simplifié. 
 
IV.5. Conclusion 
 
Nous avons vu au cours de ce chapitre que la synthèse d’apatites nanocristallines 
enrichies en cuivre était possible. Dans ce travail, l’influence des principaux paramètres de 
synthèse, à savoir le temps de maturation en solution, le pH et la température de maturation 
ainsi que la nature des contre-ions des sels de phosphate de départ a été étudiée en regard de 
l’incorporation du cuivre et des caractéristiques physico-chimiques des composés obtenus.  
Nos résultats révèlent tout d’abord que la limite d’incorporation du cuivre au sein 
d’apatites nanocristallines monophasées est particulièrement dépendante des conditions de 
synthèse. Ainsi, au cours de ce travail, la teneur maximale en cuivre qu’il a été possible 
d’introduire dans les apatites nanocristallines monophasées est de 15 % molaire (pourcentage 
de cations totaux). Il a également été observé que l’augmentation de la teneur en cuivre 
engendrait des modifications physico-chimiques particulières sur les composés qui dépendent 
des conditions de synthèse : un résumé de ces évolutions est présenté dans la Figure IV.133. 
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ND : Non déterminé
≈
≈
 
Figure IV.133 : Résumé des principales évolutions physico-chimiques observées sur les apatites nanocristallines synthétisées en présence de cuivre en fonction des conditions de 
synthèse 
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En utilisant (NH4)2HPO4 comme sel de phosphate de départ à température ambiante et à 
pH = 7,2, l’incorporation de cuivre génère une diminution de l’état de maturation des apatites 
nanocristallines, incluant un abaissement de l’état de cristallinité (diminution des dimensions 
des cristallites et augmentation du désordre cristallin), une composition chimique qui s’éloigne 
de la composition stœchiométrique et un développement des environnements non-apatitiques 
de surface des nanocristaux. Le cuivre apparaît donc dans ce cas comme un inhibiteur de 
maturation pour les apatites. Les modifications physico-chimiques engendrées par l’introduction 
de cuivre en présence de sodium (lorsqu’est utilisé Na2HPO4 à la place de (NH4)2HPO4) ne sont 
pas tout à fait similaires. En effet, tout d’abord, des teneurs en cuivre plus importantes ont pu 
être obtenues tout en conservant un système apatitique monophasé (10 % contre 5 % molaire 
en présence et en absence de sodium respectivement). Par ailleurs, des ions Na+ sont 
également incorporés aux composés dans ces conditions et une augmentation du rapport 
molaire (Ca+Cu+Na)/P accompagnée d’une diminution de la teneur en ions HPO4
2- sont 
observées lorsque la teneur en cuivre augmente, alors que l’état de cristallinité diminue. D’un 
autre côté, lorsque les synthèses sont réalisées à pH de 8 (en utilisant (NH4)2HPO4 et à 
température ambiante), des évolutions similaires à ce qui est observé avec Na2HPO4 sont 
constatées sur les apatites dopées en cuivre obtenues (dont la teneur peut atteindre 15 % 
molaire). Les données préliminaires acquises au cours de ce travail apparaissent cependant 
insuffisantes pour expliquer l’évolution de telles caractéristiques physico-chimiques dans ces 
conditions (en utilisant Na2HPO4 ou en conditions alcalines). Des analyses complémentaires 
sont nécessaires pour essayer d’élucider les mécanismes complexes qui ont lieu au cours des 
processus de précipitation impliqués lors de la synthèse de ces échantillons. 
 
Dans ce chapitre, nous avons également exploré des voies d’incorporation permettant 
potentiellement un enrichissement en cuivre préférentiellement en surface des nanocristaux 
d’apatites. Deux méthodes ont été évaluées, l’une impliquant des échanges ioniques de surface 
entre les ions calcium d’une apatite non dopée et les ions cuivre d’une solution environnante, et 
l’autre dans laquelle l’élément cuivre a été introduit dans le milieu de précipitation d’une apatite 
initialement non dopée. La première nous a contraints à utiliser une membrane de dialyse afin 
de limiter (en modifiant les cinétiques de diffusion des ions) les effets de l’acidification 
importante du milieu riche en ions cuivre. La seconde méthode s’est avérée plus aisée à mettre 
en place d’un point de vue pratique car ne nécessitant pas de modification drastique du 
protocole expérimental usuellement employé pour la synthèse d’apatites nanocristallines. Par 
cette seconde méthode, des teneurs importantes en cuivre (de l’ordre de 15 % molaire) ont pu 
être atteintes. Cependant, si ces voies de synthèse ont effectivement permis l’incorporation de 
cuivre dans les échantillons d’apatites nanocristallines initialement non dopées, il semble que 
celle-ci ait engendré des modifications physico-chimiques importantes de l’apatite, menant alors 
également  à une occupation par le cuivre d’environnements apatitiques de cœur des 
nanocristaux (possiblement via des processus de type dissolution-reprécipitation).  
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Des tests préliminaires de libération d’ions cuivre ont ensuite été réalisés sur des 
échantillons fortement dopés. Ces tests, menés dans l’eau et impliquant la dissolution partielle 
de l’apatite, n’ont pas permis de mettre en évidence la libération d’ions cuivre en quantité 
détectable par les méthodes classiques d’analyses (ICP). Aucune libération spontanée massive 
d’ions cuivre n’a notamment été observée dans ces conditions.  
 
La cytotoxicité des échantillons d’apatites nanocristallines dopées au cuivre a été 
évaluée vis-à-vis de cellules ostéogéniques, et les échantillons présentant un taux de dopage 
inférieur à 0,5 % molaire se sont avérés non cytotoxiques.  
 
D’un point de vue microbiologique, les effets antibactériens des apatites nanocristallines 
enrichies en cuivre se sont révélés plutôt complexes à interpréter. En effet, ces échantillons 
présentent une activité antibactérienne qui est dépendante des conditions de préparation (pré-
traitement(s)) des échantillons et des souches bactériennes évaluées. Par exemple, des 
propriétés antibactériennes importantes sur S. aureus (un micro-organisme fréquemment isolé 
lors d’infections nosocomiales en site osseux) ont été mises en évidence pour des échantillons 
d’apatites nanocristallines synthétisées avec des teneurs en cuivre supérieures ou égales à 
0,01 % molaire et ayant subi deux étapes de pré-équilibrage : l’une consistant à effectuer un 
lavage du précipité par une solution alcaline de Na3PO4 lors de la synthèse et l’autre consistant 
à immerger pendant 24 heures l’échantillon sous forme de pastille dans du « DMEM complété » 
avant l’évaluation microbiologique. En dehors de ces conditions de pré-équilibrage, l’activité 
antibactérienne des mêmes échantillons est restée faible. Pour pouvoir envisager une utilisation 
de telles apatites nanocristallines enrichies en cuivre en tant que biomatériau antibactérien, il 
apparaît nécessaire d’approfondir préalablement les mécanismes d’action impliqués pour 
chaque micro-organisme et de mettre en lien les évolutions physico-chimiques engendrées par 
les étapes de pré-équilibrage sur les échantillons (modifications de surface, échanges ioniques, 
adsorption de protéines/acides aminés/antibiotiques,…) avec les caractéristiques biologiques 
de chaque souche bactérienne. 
 
Signalons que, s’il s’avérait délicat d’exploiter ces apatites enrichies en cuivre pour leur 
caractère antibactérien, l’incorporation de cet élément pourrait être valorisée pour sa potentielle 
activité angiogénique (effet stimulant sur la néovascularisation) et/ou ostéogénique (inhibition 
de la résorption ostéoclastique) afin de favoriser la reconstruction osseuse.  
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Dans ce chapitre, nous allons nous intéresser au dernier agent antibactérien cationique 
étudié dans ce travail, à savoir l’ion argent. Après quelques données bibliographiques, nous 
présenterons les synthèses et les caractérisations physico-chimiques que nous avons menées 
pour l’étude de l’association de cet élément avec des apatites nanocristallines biomimétiques. 
Nous exposerons enfin les tests préliminaires de libération d’argent de composés d’intérêt ainsi 
que leur évaluation biologique/microbiologique.  
 
V.1. Données bibliographiques 
 
L’argent est un métal, souvent classé parmi les métaux lourds, qui trouve de nombreuses 
applications dans des domaines très variés tels que l’orfèvrerie et la joaillerie en tant que métal 
précieux, l’électricité et l’électronique pour ces excellentes propriétés de conduction, ou bien 
encore, jusqu’à récemment, en photographie (argentique). Mais depuis très longtemps, l’argent 
est également connu pour ses propriétés antimicrobiennes, comme nous le verrons par la suite, 
c’est pourquoi nous lui portons un intérêt dans le cadre de cette étude. 
 
L’argent, de symbole Ag, est un élément de numéro atomique 47, de la 5ème période du 
tableau périodique des éléments, situé dans la colonne IB, en dessous du cuivre. Sa masse 
molaire est de 107,8682 ± 0,0002 g/mol (Lide, 2009). L’état d’oxydation auquel il est le plus 
communément observé est +I, noté Ag+, dont le rayon est de 1,26 Å (en coordinance 6) 
(Shannon & Prewitt, 1969). 
 
V.1.1. L’argent en biologie et microbiologie 
 
L’argent est connu depuis très longtemps pour ses propriétés antimicrobiennes. Déjà en 
500 av. JC, Hérode décrivait comment le roi de Perse, en partant en guerre, emmenait parmi 
ses provisions de l’eau stockée dans des bouteilles en argent (Clement & Jarrett, 1994). Les 
Romains, également, ajoutaient des pièces en argent à leur eau pour la rendre potable (Jain et 
al., 2009). Mais ce n’est qu’en 1869, que Raulin en fit la première démonstration, lorsqu’il 
observa qu’Aspergillus niger (moisissure) ne pouvait pas croître dans des récipients en argent 
(Clement & Jarrett, 1994). C’est ainsi que Crede, un obstétricien allemand, introduisit, en 1884, 
l’utilisation d’une solution à 1% d’AgNO3 pour la prévention de l’ophtalmie néonatale
38 ; 
administration qui, jusqu’à récemment, était encore pratiquée dans la plupart des états aux 
États-Unis (Jain et al., 2009). Bien qu’ayant été le premier agent antibactérien à être approuvé 
par la FDA (Agence fédérale américaine des produits alimentaires et médicamenteux), son 
                                                 
 
38
  L'ophtalmie néonatale ou conjonctivite (inflammation de la conjonctive) néonatale résulte le plus souvent d'une réaction chimique ou 
d'une infection virale ou bactérienne, acquise ou non lors du passage vaginal. 
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utilisation clinique n’a pas résisté à l’arrivée des antibiotiques dans les années 40. Aujourd’hui, 
l’emploi de l’argent en tant qu’agent antibactérien se résume principalement à la désinfection de 
l’eau et à la guérison de brûlures (Clement & Jarrett, 1994). Les plaies causées par les brûlures 
sont en effet fortement exposées au risque infectieux impliquant un grand nombre de micro-
organismes variés, d’où l’utilisation de l’argent, sous forme de solution ou combiné avec un 
antibiotique de type sulfonamide (le sulfadiazine d’argent), dont le spectre antibactérien est 
large (Chorpa, 2007).  
Mais l’augmentation croissante des problèmes de résistance bactérienne aux 
antibiotiques fait que l’argent connaît depuis quelques années un regain d’intérêt dans le 
domaine médical et la littérature scientifique regorge désormais d’études sur des compositions 
renfermant de l’argent pour ses propriétés antibactériennes. Deux formes sont étudiées, la 
forme ionique (Ag+) et la forme de nanoparticules neutres (où l’argent est à l’état d’oxydation 0), 
dont l’efficacité est reportée et démontrée pour une large gamme de micro-organismes, 
tels que : 
 - E. coli (Bellantone et al., 2000 ; Díaz et al., 2009 ; Jung et al., 2008 ;                     
Pal et al., 2007) 
 - S. aureus (Aimanova et al., 2005 ; Díaz et al., 2009 ; Jung et al., 2008 ;      
O’Sullivan et al., 2010) 
 - P. aeruginosa (Jain et al., 2009) 
 - S. epidermidis (Alt et al., 2004 ; Chen et al., 2007) 
 - S. mutans (Chung et al., 2005a ; Yang et al., 2009) 
 - C. albicans (Aimanova et al., 2005 ; Stanić et al., 2011) 
 - … 
 
A titre d’exemple, Jain reporte les MIC (Minimum Inhibitory Concentration) et les MBC 
(Minimum Bactericidal Concentration) pour des nanoparticules d’argent sur divers types 
bactériens (Jain et al., 2009), dont les valeurs sont résumées dans le Tableau V.62 : 
 
Chapitre V – Enrichissement en argent  
 329 
Micro-organismes utilisés MIC50 (mg/L) MIC90 (mg/L) MBC99.9 (mg/L)
P. aeruginosa  (ATCC 9027) 3,12 6,25 12,5
S. abony  (NCTC 6017) 3,12 6,25 12,5
S. typhimuirum  (ATCC 23564) 3,12 6,25 12,5
K. aerogenes  (ATCC 1950) 1,56 6,25 12,5
P. vulgaris  (NCIB 4157) 3,12 6,25 12,5
B. subtilis  (ATCC 6633) 3,12 6,25 12,5
S. aureus  (ATCC 6538) 6,25 12,5 ND
S. epidermidis  (ATCC 12228) 3,12 6,25 12,5
E. coli  (ATCC 117) 1,56 6,25 12,5
ND : non déterminé
MIC50 : La concentration minimum d'inhibition nécessaire pour tuer 50% d'une population
MIC90 : La concentration minimum d'inhibition nécessaire pour tuer 90% d'une population
MBC99,9 : La concentration minimum bactéricide nécessaire pour tuer 99,9% d'une population
 
Tableau V.62 : Valeurs de MIC et MBC pour des nanoparticules d’argent mesurées par Jain en 2009 (Jain et al., 2009) 
 
L’argent est notamment connu pour présenter d’excellentes propriétés antibactériennes à 
de très faibles concentrations, typiquement des concentrations aussi basses que 35 ppb ont 
déjà montré une activité sur la prolifération bactérienne (Chambers et al., 1962). Il apparaît en 
effet comme un des métaux lourds les plus toxiques pour les bactéries, comme le montrent les 
résultats obtenus par Nies, qui étudia l’activité antibactérienne de différents ions métalliques sur 
E. coli (Nies, 1999), dont les résultats sont résumés dans le Tableau V.63 : 
 
Ion métallique MIC (mM)
Hg
2+ 0,01
Ag
+
, Au
3+ 0,02
CrO4
2-
, Pd
2+
0,2
Pt
4+
, Cd
2+ 0,5
Co
2+
, Ni
2+
, Cu
2+
, Zn
2+ 1,0
Tl
+
, UO2
2-
, 
(La
3+
, Y
3+
, Sc
3+
, Ru
3+
, Al
3+
)*
2,0
Pb
2+
, (Ir
3+
, Os
3+
, Sb
3+
, Sn
2+
, In
3+
, 
Rh
2+
, Ga
3+
, Cr
3+
, V
3+
, Ti
3+
, Be
2+
)
* 5,0
(Cr
2+
)* 10,0
Mn
2+ 20,0
*
 : une acidification du milieu a dû être maintenue 
pour conserver l'ion métallique en solution  
Tableau V.63 : Valeurs de MIC pour différents ions métalliques testés sur E. coli (Nies, 1999) 
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Il apparaît également dans la littérature que l’activité de l’ion argent sur les bactéries est 
dépendante de sa concentration dans le milieu de culture lors de tests in vitro             
(Aimanova et al., 2005 ; Alt et al., 2004) : plus il y a d’argent, plus l’efficacité augmente. 
Cependant, peu de publications reportent la valeur numérique de ces concentrations. On peut 
néanmoins citer les travaux de Singh qui étudia l’activité antibactérienne de phosphates de 
calcium apatitiques enrichis en argent, obtenus par coprécipitation en milieu aqueux alcalin et à 
80 °C (Singh et al., 2011). Cet auteur mesura la libération d’argent de ces composés dans une 
solution à pH = 4,2 (tampon acétate) et obtint des valeurs de l’ordre de 4 à 6 ppb d’argent après 
72 heures d’immersion. Il s’avère effectivement que ces concentrations sont suffisantes pour 
avoir un effet antibactérien sur E. coli. On peut également citer les travaux de Roy qui mesura 
la libération d’argent de revêtement d’hydroxyapatite (obtenus par projection plasma) avec 
différents dopages en argent sur des disques de titane et qui en évalua les propriétés 
antibactériennes (Roy et al., 2012). Ces revêtements montrèrent, après immersion dans une 
solution de PBS (Phosphate Buffer Saline) à 37 þC, une libération d’argent proche de 200 ppb 
pour les premières heures d’immersion et comprise entre 0,6 et 3 ppm après 170 heures 
suivant les concentrations initiales. Toutes les compositions présentèrent des propriétés 
antibactériennes sur P. aeruginosa, et l’efficacité à lutter contre les micro-organismes, 
notamment en termes d’adhésion bactérienne, était plus importante pour les échantillons les 
plus concentrés en argent. Toutefois, il faut garder à l’esprit que la composition du milieu dans 
lequel l’argent est libéré a une influence sur la concentration en ions argent libre. En effet, il 
apparaît que le taux maximal d’Ag+ libre qui puisse être rencontré dans des fluides biologiques 
soit d’environ 1 ppm, taux au-delà duquel l’argent forme un complexe ou précipite avec les 
espèces environnantes telles que Cl-, le rendant ainsi inactif (Percival et al., 2005).  
 
Bien que l’on sache que l’argent agisse à ces faibles concentrations grâce à un mode 
d’action à plusieurs niveaux sur la bactérie, il apparaît à la lecture de ces publications que les 
mécanismes exacts de son action antibactérienne ne sont pas connus avec certitude. De 
nombreuses pistes sont néanmoins envisagées pour expliquer l’effet antibactérien de l’argent. Il 
semble que l’origine de la majorité de ses mécanismes d’action soit due à la grande affinité qu’a 
l’ion argent avec certains groupements chimiques des protéines, tels que les groupements 
thiols (-SH), amines (-NH2), phosphates ou encore carboxyles (-COOH) (Ando et al., 2009 ;            
Percival et al., 2005 ; Yang et al., 2009). Ainsi, la liaison qu’il crée avec les protéines les 
dénature et les inactive, engendrant sur les microorganismes des effets bactéricides à différents 
niveaux. Voici ce qui est généralement  reporté dans la littérature concernant les principaux 
modes d’action de l’argent : 
- Il entrave l’activité enzymatique responsable du métabolisme énergétique de la 
bactérie. Il interfère ainsi avec les transferts énergétiques transmembranaires et le 
transport des électrons (Alt et al., 2004).  
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- Il cause des anomalies au niveau de la membrane bactérienne en termes de structure 
et de perméabilité (fuites de métabolites39) (Chen et al., 2007 ; Pedahzur et al., 1997). 
Il a été reporté que l’argent générait un rétrécissement de la membrane 
cytoplasmique, se détachant alors de la paroi cellulaire (Feng et al., 2000). Il a 
également été observé des changements de forme des bactéries après mise en 
contact avec l’argent (Stanić et al., 2011). 
- Il interagit avec l’ADN des bactéries. Lorsque l’argent pénètre à l’intérieur de la 
cellule, l’ADN se retrouve sous une forme condensée, empêchant ainsi la réplication 
de la bactérie (Bai et al., 2011 ; Feng et al., 2000). Certains auteurs soutiennent le fait 
que l’ion Ag+ se lie directement à l’ADN mais ce phénomène reste à ce jour 
controversé (Chen et al., 2007 ; Pedahzur et al., 1997).  
 
Il faut noter que l’argent n’est pas présent dans l’organisme naturellement, il n’a donc 
pas de rôle physiologique à jouer, à l’inverse du cuivre ou du zinc. Il est néanmoins relativement 
bien toléré par l’organisme, où une petite quantité d’argent sera absorbée par l’intestin et où la 
majorité sera excrétée par le foie (Roy et al., 2012). La principale affection liée à l’assimilation 
d’une grande quantité d’argent est l’argyrisme, une coloration de la peau ou des tissus (teinte 
gris-ardoise, gris brun ou bleutée), généralement irréversible qui ne semble pas être liée à des 
effets nocifs (Clement & Jarrett, 1994). Des complications neurologiques retardées ont 
également été observées à des concentrations extrêmement élevées en argent dans 
l’organisme (Sudmann et al., 1994). 
 
Sa toxicité envers les cellules eucaryotes reste très faible, en particulier comparée à celle 
exercée envers les bactéries. Ricketts et al. reporte, par exemple, qu’AgNO3 inhibe la 
respiration des cellules de la peau chez le cochon d’inde à une concentration 25 fois supérieure 
à la concentration minimale qui tue P. aeruginosa (Ricketts et al., 1970). Yamamoto calcula 
ainsi, à partir d’AgNO3, une IC50 (concentration inhibitrice médiane) de 2,77.10
-6 mol/L pour 
des ostéoblastes (MC3T3-E1) et de 4,25.10-6 mol/L pour des fibroblastes (L929)                   
(Yamamoto et al., 1998).  
                                                 
 
39
  Substance qui se constitue au cours du métabolisme (la transformation, l'utilisation par l'organisme) d'une autre substance. 
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Sur les ostéoblastes humains, une concentration élevée d’argent (quelques ppm) semble 
affecter la prolifération, la production d’ostéocalcine, la teneur en ATP40, l’apoptose41 et 
l’adhésion cellulaire (Bai et al., 2011 ; Roy et al., 2012). Lors de tests in vivo, un système 
composé d’hydroxyapatite enrichie en argent n’engendra ni de cytotoxicité ni d’inflammatoire, 
excepté pour leur composition la plus concentrée en argent (à 4,3 % molaire initial en cations) 
où un retard d’organisation de la fibrine42 et une réaction inflammatoire ont été observés dans 
les premiers moments de la guérison (Choi et al., 2004).  
 
L’argent apparaît donc comme un agent antibactérien de choix pour supplanter l’usage 
des antibiotiques, notamment grâce à son efficacité à faible dose et à sa relativement basse 
cytotoxicité. Cependant, il est nécessaire de s’interroger sur la faculté des bactéries à 
développer une résistance à ses effets si son utilisation devait se faire de manière importante 
comme c’est le cas actuellement des antibiotiques. Ainsi, on dénombrait en 2007 une vingtaine 
de publications traitant de résistance microbienne à l’argent (Chorpa, 2007). Bien que ce 
nombre soit faible, il indique que le phénomène a déjà été observé et est donc possible. Deux 
mécanismes ont ainsi pu être mis en évidence comme pouvant être à l’origine de la résistance 
microbienne à l’argent : l’acquisition de plasmides ou la mutation génétique (Chorpa, 2007). Les 
plasmides sont des molécules d’ADN distinctes de l’ADN chromosomique, capables de 
réplication autonome, que l’on trouve dans les bactéries mais qui ne sont pas essentielles à leur 
survie. Ces morceaux d’ADN peuvent porter un gène d’intérêt qui confère un avantage sélectif 
à la bactérie et qui peut ensuite se transmettre de cellule en cellule. La mutation génétique 
implique une modification de l’ADN chromosomique permettant à la bactérie de résister à 
l’agent antibactérien. La résistance peut se faire de 2 manières :  
- L’une par détoxification intracellulaire, c’est-à-dire que l’argent est incorporé dans la 
cellule mais sous une forme moins toxique, par des mécanismes de complexation ou 
de réduction de l’état d’oxydation (Nies, 1999).  
- L’autre par des mécanismes qui limitent l’incorporation de l’argent dans la cellule ou 
qui favorisent son évacuation par des systèmes d’efflux43 (Silver, 2003).  
Cependant, les cas reportés de résistance bactérienne à l’argent demeurent rares et 
sporadiques (Percival et al., 2005). De plus, les mécanismes de résistance qui sont employés 
par la bactérie (impliquant le matériel génétique) et le mode d’action antibactérien à plusieurs 
niveaux de l’argent, font que le développement important de souches bactériennes résistantes 
à l’argent, comme c’est actuellement le cas avec les antibiotiques (tel est le cas du SARM), est 
peu probable.  
                                                 
 
40
  L’adénosine-5'-triphosphate (ATP) est la molécule qui, fournit par hydrolyse l'énergie nécessaire aux réactions 
chimiques du métabolisme. 
41
  Mort cellulaire programmée 
42
  Protéine filamenteuse issue du fibrinogène sous l'action de la thrombine lors de la coagulation sanguine 
43
  Mécanismes de transport membranaire universellement répandus chez des organismes vivants pour préserver l’équilibre physico-
chimique du milieu intracellulaire 
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C’est pour toutes ces raisons que l’argent apparaît être un bon candidat pour être 
incorporé à des biomatériaux à visée antibactérienne. Dans la section suivante, nous 
intéresserons donc à l’incorporation d’argent au sein de matrices phospho-calciques apatitiques 
nanocristallins et à son effet sur la physico-chimie de ces composés.  
 
V.1.2. L’argent et les phosphates de calcium 
 
Les supports associant de l’argent dans le but d’obtenir des matériaux antibactériens 
sont nombreux et variés dans la littérature scientifique. On peut ainsi citer certains polymères, 
tels que le polyéthylène (Zhang & Chu, 2008), le polyuréthane utilisé en tant que cathéters 
(Bechert et al., 1999), des bioverres du système SiO2-CaO-Na2O (Verne et al., 2005) ou du 
système P2O5-CaO-Na2O (Valappil et al., 2008) ou encore des phosphates de calcium. Ces 
derniers font l’objet de nombreuses études dont la grande majorité utilise des systèmes à base 
d’hydroxyapatite relativement bien cristallisée. Les voies de synthèse de ces composés et les 
modes d’incorporation de l’argent sont très variés, voici quelques exemples de modes de 
synthèse d’hydroxyapatite enrichie en argent utilisée comme revêtement ou sous forme de 
poudre : 
- La coprécipitation en voie aqueuse de phosphates avec une solution contenant du 
calcium et de l’argent, à divers pH et températures (Fadeeva et al., 2012 ;              
Lim et al., 2011 ; Singh et al., 2011). 
- La coprécipitation d’une apatite phosphocalcique par double décomposition avec 
différentes conditions de synthèse puis incorporation d’argent par échange ionique 
dans une solution d’AgNO3 (Ghafari Nazari et al., 2011). 
- La neutralisation d’une solution d’acide phosphorique (H3PO4) dans laquelle est 
dissout de l’oxyde d’argent (Ag2O), par une solution de Ca(OH)2 (Stanić et al., 2011). 
- Les techniques sol-gel avec ajout de l’argent en même temps que le calcium dans la 
solution de phosphate, le tout dans un solvant organique tel que l’éthanol ou le         
2-methoxy ethanol, avec différentes températures, pH ou post-traitements thermiques 
(Chen et al., 2007 ; Chung et al., 2005a ; Chung et al., 2005b). 
- Les techniques d’atomisation en partant d’un mélange de poudre d’hydroxyapatite et 
d’oxyde d’argent ou d’argent métallique (Ando et al., 2009 ; Chen et al., 2010 ;       
Roy et al., 2012). 
- Des techniques de revêtement tel que « l’electron beam evaporation » ou les dépôts 
électrochimiques d’hydroxyapatite puis immersion du dépôt dans une solution 
d’argent (généralement AgNO3) (Lee et al., 2006 ; Shirkhanzadeh & Azadegan, 
1998). 
Chapitre V – Enrichissement en argent  
 334 
- Des dépôts par ablation laser pulsé (PLD pour Pulsed Laser Deposition) en utilisant 
des cibles composées d’hydroxyapatite et d’argent métallique afin de réaliser des 
revêtements (Jelínek et al., 2011). 
 
Cependant, très peu d’auteurs se sont intéressés en détail aux caractérisations physico-
chimiques de ces composés et à l’influence de l’incorporation de l’argent  sur la structure 
apatitique, focalisant leurs recherches sur les aspects microbiologiques.  
D’après Hwang et al., les ions Ag+ seraient incorporés dans la structure apatitique en 
substitution des ions calcium, dont la limite théorique de substitution serait de 20 %         
(Hwang et al., 2008). Cependant, dans aucune des compositions d’hydroxyapatite obtenues par 
les différents auteurs, un tel taux fut atteint. Le taux maximal d’incorporation observé 
expérimentalement fut de 17 % molaire (par rapport au calcium), obtenu sur une apatite non-
calcinée, et probablement déficiente en calcium, après échange ionique avec Ag+. Cependant 
aucune analyse par diffraction des rayons X ne fut réalisée pour mettre en évidence de 
potentielles phases secondaires (Ghafari Nazari et al., 2011). Il apparaît au final que le taux 
maximal d’incorporation est fortement dépendant de la méthode de synthèse, en effet certains 
auteurs reportent l’incorporation de 3 % molaire d’argent sans formation de phase 
secondaire (Hwang et al., 2008 ; Rameshbabu et al., 2006 ) alors que d’autres obtiennent des 
phases secondaires dès 1,8 % molaire (Chung et al., 2005b). La voie de synthèse influence 
également les mécanismes d’incorporation de l’argent puisqu’il semble que, par précipitation en 
solution aqueuse, les teneurs en argent mesurées dans le composé final soient moindres que 
celle ajoutées initialement (Lim et al., 2011) alors que par voie sol-gel elles sont égales   
(Chung et al., 2005b). De la même manière, les phases secondaires rencontrées avec l’ajout 
d’argent diffèrent selon le mode de synthèse. Ainsi, des phases de CaO (Chung et al., 2005b), 
de nitrate-apatite (Ca5(PO4,NO3)3(OH)) (Kim et al., 1998), d’oxyde d’argent (Ag2O)                
(Chung et al., 2005a) ou encore de phosphate d’argent (Ag3PO4) (Rameshbabu et al., 2006 ; 
Yang et al., 2006) ont été observées.  
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D’un point de vue cristallographique, des modifications de la structure apatitique sont 
engendrées par la présence d’argent dans le réseau. La présence d’argent s’observe par un 
décalage des pics de diffraction, où les raies (hk0) se décalent vers les hauts angles alors que 
les raies (00l) se décalent vers les bas angles (Hwang et al., 2008 ). Au final, les paramètres de 
maille du réseau (a et c) augmentent avec l’augmentation de la teneur en argent            
(Badrour et al., 1998 ; Rameshbabu et al., 2006 ; Stanić et al., 2011), traduisant une expansion 
du volume de la maille cristalline (Lim et al., 2011), ce qui amène les auteurs à conclure à une 
substitution des ions calcium par des ions argent, de taille plus importante. D’après Badrour, 
cette substitution se ferait préférentiellement sur les calcium de type I (Badrour et al., 1998 ). 
Enfin, l’état de cristallinité global et la stabilité thermique des composés semblent diminuer avec 
l’incorporation d’argent (Kim et al., 1998 ; Rameshbabu et al., 2006 ; Stanić et al., 2011), ce qui 
a été attribué aux perturbations engendrées par la différence de valence entre les ions Ca2+ et 
Ag+. Afin de garantir l’électroneutralité du cristal, la compensation des charges semble être 
effectuée par une diminution de la teneur en ions OH- (Lim et al., 2011). 
 
Dans les sections qui vont suivre, nous présenterons les voies de synthèses que nous 
avons étudiées dans le but d’obtenir des apatites nanocristallines (monophasées) enrichies en 
argent et nous discuterons des résultats obtenus par différentes analyses physico-chimiques 
effectuées sur ces composés. 
 
V.2. Synthèse et caractérisation physico-chimique des composés enrichis 
en argent 
 
En continuité avec les chapitres précédents, nous nous intéresserons ici à la synthèse et 
la caractérisation physico-chimique d’apatites nanocristallines biomimétiques enrichies en 
argent. L’influence des principaux paramètres de synthèse y sera évaluée. Enfin, la cytotoxicité 
et les propriétés antibactériennes de compositions d’intérêt seront présentées en fin de ce 
chapitre. 
 
V.2.1. Utilisation du protocole de « référence » 
V.2.1.1. Synthèse 
 
D’un premier temps, et par analogie à ce qui a été présenté dans les deux chapitres 
précédents, nous avons réalisé des synthèses de composés enrichis en argent en s’inspirant 
du protocole de référence décrit dans le chapitre II (section II.1.1). En conservant des 
conditions de synthèse identiques, une partie des ions calcium ont été remplacés par des ions 
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argent, en proportions variables, au moment de la coprécipitation. Voici le détail du protocole de 
synthèse suivi ici : 
Initialement, on réalise une solution « cationique » (solution A) par dissolution, dans 
750 mL d’eau désionisée, de sels de nitrate de calcium (Ca(NO3)2.4H2O) et de nitrate d’argent 
(AgNO3) en proportions variables, tout en conservant une concentration en cations totaux 
(Ca2+ + Ag+) de 0,3 mol/L. Parallèlement, une solution de phosphate (solution B) est obtenue 
par dissolution d’hydrogénophosphate d’ammonium ((NH4)2HPO4) dans 1500 mL d’eau 
désionisée à la concentration de 0,6 mol/L en ions phosphate. Différentes teneurs relatives 
initiales en argent ont été  étudiées ici, résumées dans le Tableau V.64.  
La solution A est rapidement versée dans la solution B sous agitation pendant 5 minutes. 
Le milieu de précipitation est alors laissé à maturer pendant 24 heures sans agitation avant 
d’être filtré et lavé à l’eau désionisée. Enfin, le composé obtenu est lyophilisé pendant 3 jours. 
Un schéma des étapes de la synthèse est présenté à la Figure IV.134. 
 
Référence
de
l'échantillon
[Ca
2+
] 
dans la solution A
(mol/L)
[Ag
+
] 
dans la solution A
(mol/L)
% molaire initial
d'argent
( [Ag
+
]i / ([Ca
2+
]i + [Ag
+
]i) )
1j-0%Ag
(référence)
0,300 0,000 0,0%
1j-1%Ag 0,292 0,003 1,0%
1j-5%Ag 0,280 0,015 5,0%
1j-7,5%Ag 0,273 0,022 7,5%
1j-10%Ag 0,265 0,029 10,0%
 
Tableau V.64 : Quantités relative et absolue en cations employées dans la synthèse d’apatites enrichies en argent en 
suivant le protocole de référence à diverses teneurs en argent 
 
Co-précipitation Maturation
1 jour, Tamb, pH7.2
LyophilisationFiltration
Rinçage
Sol A
Sol B
Ca2+ + Ag+
 
 Figure V.134: Représentation schématique du protocole de synthèse d’une apatite biomimétique enrichie en argent 
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Au cours de cette étude nous avons été amenés à faire des comparaisons avec le 
phosphate d’argent Ag3PO4. Pour préparer ce composé, un protocole de synthèse issu de la 
littérature (Kim et al., 2009) a été utilisé. Voici le détail du protocole de synthèse employé : 
Une solution « cationique » A contenant des ions Ag+ est préparée en dissolvant du 
AgNO3 afin d’atteindre la concentration de 0,2 mol/L. Une solution « anionique » B contenant 
des ions phosphate est également réalisée par dissolution de Na3PO4.12H2O à la concentration 
de 0,1 mol/L en ions phosphate. Le pH de la solution B est ajusté à 6,5 par ajout d’une solution 
d’acide phosphorique (H3PO4) concentrée. On ajoute 45 mL de solution A à 30 mL de solution 
B sous agitation. Le milieu de précipitation est laissé à maturer 30 minutes à température 
ambiante. Le milieu est ensuite filtré et le précipité est lavé avec 500 mL d’eau désionisée avant 
d’être séché à l’étuve à la température de 80 þC pendant 5 heures. 
 
V.2.1.2. Caractérisations physico-chimiques 
 
La diffraction des rayons X a été utilisée pour caractériser les échantillons obtenus en 
présence d’argent. La Figure V.135 reporte les résultats de ces analyses en comparaison avec 
le phosphate d’argent préparé selon le protocole de synthèse détaillé par Kim (Kim et al., 2009). 
Les diagrammes révèlent que tous les échantillons synthétisés suivant le protocole de 
référence en présence d’argent présentent un diffractogramme caractéristique des apatites 
nanocristallines sans présence de pics de diffraction attribuables à des phases secondaires 
cristallisées, telles que le phosphate d’argent (Ag3PO4) en particulier. Avec des teneurs initiales 
en argent inférieure ou égale à 10 % molaire (par rapport au calcium), les apatites maturées 1 
jour semblent monophasées. 
 
Cependant, il faut noter que le milieu de synthèse réalisée en présence de 10 % d’argent 
(échantillon 1j-10%Ag) présentait des particules surnageantes de couleur jaune, observées 
après l’étape de coprécipitation. Cette couleur jaune étant caractéristique des cristaux 
d’Ag3PO4, il est supposé qu’ils se forment en phase secondaire mais que leur faible teneur 
et/ou leur faible état de cristallinité font que la DRX ne permette pas de les détecter. Il apparaît 
alors qu’une teneur initiale en argent de 7,5 % molaire soit la quantité maximale atteignable 
dans ces conditions expérimentales pour conserver un système monophasé. 
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Figure V.135 : Diagrammes de diffraction des rayons X d’apatites nanocristallines enrichies en argent et ayant été 
synthétisées suivant le protocole de synthèse de référence, en comparaison avec du phosphate d’argent (Ag3PO4) 
 
Un dosage chimique a été réalisé pour déterminer la quantité d’argent ayant 
effectivement été incorporée dans les produits finaux. Les espèces phosphatées ont été 
quantifiées par spectrophotométrie visible suite à la formation d’un complexe phospho-molybdo-
vanadique, comme nous l’avons décrit dans le chapitre II à la section II.1.2.3.1. Pour doser le 
calcium, la méthode par complexométrie avec l’EDTA également détaillée dans la section 
II.1.2.3.1 du chapitre II a été employée. Cette méthode ne permet pas de quantifier l’argent (il a 
néanmoins été vérifié que la présence des ions Ag+ n’engendrait pas de perturbations pour la 
quantification des ions Ca2+). La méthode d’analyse employée pour évaluer la teneur en argent 
dans les compositions synthétisées est une méthode de spectrophotométrie utilisant des kits de 
réactifs pour le dosage de l’argent de marque HACH (Réactifs en sachet pour dosage de 
l’argent DR2010, marque HACH). Le protocole expérimental de dosage lié à l’utilisation de ces 
kits est détaillé à l’annexe V.1. 
 
Tout d’abord, ces données de dosage indiquent que, contrairement au cuivre ou au zinc, 
les proportions en argent initialement introduites lors de la coprécipitation ne se retrouvent pas 
en totalité dans le produit final, comme le montrent les résultats reportés au Tableau V.65. A 
l’exception des faibles taux de dopage en argent (jusqu’à ~ 1 % molaire) où la teneur finale est 
égale à la teneur initiale, les quantités relatives d’argent dans le solide s’avèrent inférieures aux 
quantités initialement introduites dans le milieu de précipitation. De plus, l’écart entre ces 
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valeurs s’accentue à mesure que la teneur initiale augmente : l’incorporation d’une plus grande 
quantité d’ions Ag+ dans les cristaux d’apatite devient donc de plus en plus difficile. La limite 
d’incorporation d’argent dans ces conditions semble proche de 4 % (pourcentage molaire de 
cations dans le solide).  
Pour expliquer cette différence entre la teneur initiale d’argent en solution et la teneur 
finale dans le solide – outre par des considérations d’affinités des ions Ca2+ et Ag+ pour l’apatite 
– il peut être évoqué la propriété des ions Ag+ à former en solution ammoniaquée un complexe 
soluble de formule [Ag(NH3)2]
+. La constitution de ces complexes, dont la taille est 
probablement trop importante pour pouvoir être incorporés à l’apatite, réduirait ainsi, dans la 
solution de précipitation, la teneur en ions Ag+ libres susceptibles d’entrer dans le solide.  
 
Référence
de
l'échantillon
% mol. d'argent
initial (solution)
( [Ag
+
]i / ([Ca
2+
]i + [Ag
+
]i) )
% mol. d'argent
final (solide)
( [Ag
+
]f / ([Ca
2+
]f + [Ag
+
]f) )
1j-0%Ag 0,0% 0,0%
1j-1%Ag 1,0% 1,1%
1j-5%Ag 5,0% 3,4%
1j-7,5%Ag 7,5% 4,0%
 
Tableau V.65 : Résultats de dosages chimiques élémentaires des échantillons d’apatites nanocristallines enrichies en 
argent ayant été synthétisés suivant le protocole de synthèse de référence 
 
La quantification des espèces ioniques dans ces composés d’apatites enrichis en argent 
a également porté sur la teneur en ions phosphate et hydrogénophosphate (Tableau V.66). 
 
Référence
de 
l'échantillon
Teneur finale
en Ca
2+
(mmol/100mg)
Teneur finale
en Ag
+
(mmol/100mg)
% mol. d'argent
final (solide)
( [Ag
+
]f / ([Ca
2+
]f + [Ag
+
]f) )
1j-0%Ag 0,866 ± 0,005 - -
1j-1%Ag 0,844 ± 0,005 0,010 ± 0,001 1,1%
1j-5%Ag 0,786 ± 0,004 0,028 ± 0,001 3,4%
1j-7,5%Ag 0,774 ± 0,004 0,032 ± 0,001 4,0%
Référence
de 
l'échantillon
% mol. de HPO4
2-
final (solide)
( [HPO4
2-
]f / ([HPO4
2-
]f + [PO4
3-
]f) )
Rapport molaire
Ca/P
Rapport molaire
Ca+Ag/P
1j-0%Ag 18% ± 1% 1,46 ± 0,02 -
1j-1%Ag 21% ± 1% 1,47 ± 0,02 1,49 ± 0,02
1j-5%Ag 17% ± 1% 1,45 ± 0,02 1,50 ± 0,02
1j-7,5%Ag 16% ± 1% 1,45 ± 0,02 1,51 ± 0,02
  
Tableau V.66 : Résultats de dosages chimiques des échantillons d’apatites enrichies en argent ayant été synthétisés 
suivant le protocole de référence et évaluation des rapports molaires d’intérêt 
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Ces données mettent en évidence une augmentation progressive du rapport molaire 
(Ca+Ag)/P avec l’augmentation de la teneur en argent, passant de 1,46 ± 0,02 à 1,51 ± 0,02 
entre 0 % et 4 % (pourcentage molaire final de cations). Dans l’hypothèse où l’ion Ag+ est 
incorporé à la structure apatitique dans les sites cationiques, l’augmentation progressive du 
rapport (Ca+Ag)/P indique un comblement des lacunes cationiques par des ions Ag+. En outre, 
on observe également une légère diminution du rapport Ca/P, de l’ordre de 1 %, indiquant une 
diminution de la teneur relative en ions calcium. Il est ainsi possible, en première approximation, 
d’envisager un mécanisme d’incorporation des ions Ag+ par substitution partielle d’ions Ca2+ via 
l’équation suivante :  
Ca
2+
 + □Ca  2 Ag
+ 
Cependant, en considérant uniquement ce mécanisme la diminution du rapport Ca/P 
devrait être plus importante et l’augmentation du rapport (Ca+Ag)/P plus faible. En effet, si le 
rapport molaire Ca/P de l’échantillon non dopé est égal à 1,46, l’incorporation de 4 % molaire 
d’argent (cas de l’échantillon 1j-7,5%Ag) par ce mécanisme conduirait à un rapport molaire 
théorique Ca/P de 1,43 et (Ca+Ag)/P de 1,49 à comparer avec les valeurs expérimentales de 
1,45 et 1,51 respectivement. Il semble donc qu’il y ait plus d’ions Ag+ incorporés que d’ions Ca2+ 
substitués. De plus, les dosages révèlent une diminution de la teneur relative en ions HPO4
2- 
(Tableau V.66). Il est ainsi envisageable de considérer un second mécanisme d’incorporation 
des ions Ag+ par la réaction : 
 □Ca + HPO4
2-
  Ag+ + PO4
3- 
Ainsi, dans l’hypothèse d’une incorporation de l’ion argent au sein du réseau apatitique, il 
semblerait qu’un mélange des deux mécanismes d’incorporation que nous venons de présenter 
se produise. Il faut néanmoins garder à l’esprit que ces dosages chimiques fournissent une 
valeur moyenne globale de la composition des échantillons et ne permettent pas de discriminer 
les environnements apatitiques des environnements non-apatitiques de surface des 
nanocristaux. Il est donc possible que des mécanismes plus complexes, faisant intervenir ces 
environnements de surface, interviennent également. 
 
La diffraction des rayons X indique qu’aucune évolution de la résolution des diagrammes 
DRX ne peut être clairement observée avec l’augmentation de la teneur en argent. Les 
analyses de profile fitting, dont un exemple est donné dans le     Tableau V.67 avec l’échantillon 
d’apatite nanocristalline dont le taux nominal d’argent est de 7,5 % molaire (4 % dans le solide), 
indiquent cependant un accroissement de la longueur moyenne des nanocristaux d’apatites 
avec l’incorporation d’argent (ici de l’ordre de 20 % pour la longueur moyenne déterminée par le 
modèle de Hosemann et Vogel). Aucune variation significative des valeurs L(hk0) moyenne 
n’ont été relevée.  
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Bien que les cristallites aient des dimensions plus importantes, le paramètre de 
distorsion dans la direction cristallographique [002] « g002 » se révèle être plus importante en 
présence d’argent ; les microcontraintes au sein du réseau semblent donc plus importantes. La 
présence d’argent engendre également une augmentation des paramètres de maille cristalline 
(plus significative pour le paramètre a que le paramètre c) ainsi que de son volume (de l’ordre 
de 0,4 %) (Tableau V.67). Cette augmentation de volume pourrait être due à l’incorporation 
d’ions argent, plus gros que les ions calcium (dont le rayon est égal à 1,26 Å contre 0,99 Å 
respectivement), au sein du réseau apatitique et, probablement, son effet sur la génération de 
microcontraintes plus importantes.  
 
L (002 )
(nm)
L (310 )
(nm)
L (00 l )
(nm)
L (h 00 )
(nm)
1j-0%Ag 0% 19,4 ± 0,1 3,5 ± 0,1 14,5 ± 0,2 2,4 ± 0,1
1j-7,5%Ag 4,0% 21,5 ± 0,2 3,4 ± 0,1 17,3 ± 0,2 2,4 ± 0,1
1j-0%Ag 0% 0,0072 ± 0,0002 9,4373 ± 0,0040 6,8709 ± 0,0012 529,9 ± 0,5
1j-7,5%Ag 4,0% 0,0092 ± 0,0001 9,4550 ± 0,0069 6,8719± 0,0011 532,0 ± 0,9
V maille 
(Å
3
)
Référence
de
l'échantillon
Scherrer Hosemann & Vogel
Référence
de
l'échantillon
g(002)
Paramètre 
de maille a
(Å)
Paramètre 
de maille c
(Å)
Teneur relative
d'Ag
+
 dans le solide
(% mol. de cations)
Teneur relative
d'Ag
+
 dans le solide
(% mol. de cations)
 
Tableau V.67 : Résultats issus de profile fitting réalisés sur des diffractogrammes de rayons X ( Cu) d’apatites 
nanocristallines synthétisées en suivant le protocole de référence (maturation 1 jour) enrichies ou non avec une teneur 
relative en argent de 4 % dans le solide final (pourcentage molaire par rapport aux cations totaux) 
 
La spectroscopie infrarouge a également été utilisée pour caractériser ces échantillons 
d’apatites nanocristallines enrichis en argent. Les spectres n’indiquent ni la présence de bandes 
d’absorption additionnelles, ni de déplacements significatifs des bandes présentes en 
comparaison avec un spectre d’apatite nanocristalline non dopée et synthétisée dans les 
mêmes conditions. 
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La décomposition spectrale réalisée dans le domaine 400-800 cm-1, dont les principales 
informations sont reportées à la Figure V.136, montre que la teneur relative en espèces non-
apatitiques ne varie pas significativement avec le pourcentage d’argent. Cependant, la teneur 
relative en ions hydroxyde apatitiques diminue lorsque la quantité d’argent incorporée 
augmente. Il semble donc que la présence d’argent ne perturbe que peu les environnements 
non-apatitiques de surface. La diminution de la teneur en ions HPO4
2- observée par dosage 
chimique pourrait alors être due à la diminution de la proportion d’ions HPO4
2- dans le cœur 
apatitique (par rapport aux ions PO4
3-) compensant, du moins en partie, la diminution des 
charges négatives liée à la perte d’ions OH- observée par FTIR. Il faut noter en outre que la 
diminution de la teneur en ions OH- avec l’augmentation de la teneur en argent apparaît 
relativement importante (de près de 50 % entre 0 % et 4 % d’argent). Il est donc possible 
qu’une part de cette décroissance soit engendrée par le remplacement des ions bivalents de 
calcium par des ions monovalents d’argent, via la réaction, suggérée par Lim (Lim et al., 2011), 
suivante : 
(Ca
2+
)ap + (OH
-
)ap  (Ag
+
)ap + (□OH)ap 
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Figure V.136 : Évolution des quantités relatives en ions HPO4
2-
 non-apatitiques et OH
-
 apatitiques relevées par 
décomposition spectrale FTIR pour des apatites nanocristallines enrichies avec des teneurs relatives en argent 
croissante (pourcentage par rapport aux cations totaux), synthétisés suivant le protocole de référence 
 
En résumé, ces données révèlent que la synthèse d’apatites nanocristallines enrichies 
en argent est possible, jusqu’à une teneur de 4 % molaire dans le solide. Il faut cependant noter 
que la teneur en argent introduite dans la solution de précipitation est systématiquement 
supérieure à la teneur en argent présente dans le composé final. L’incorporation d’ions argent 
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au sein de ces composés ne semble pas avoir une influence significative sur leur état de 
cristallinité globale dans la limite des quantités qu’il est possible d’introduire, contrairement à ce 
qu’engendrait l’incorporation d’ions zinc ou cuivre. Les résultats obtenus ici indiquent cependant 
une possible incorporation des ions Ag+ dans le cœur apatitique des composés en 
remplacement d’ions Ca2+ et au niveau des lacunes cationiques. Ce mode d’incorporation serait 
à l’origine d’une déshydroxylation des apatites et d’une diminution de la teneur relative en ions 
HPO4
2- apatitiques afin de conserver l’électroneutralité du nanocristal.  
 
V.2.2. Effets des paramètres de synthèse 
 
De la même manière que pour l’incorporation de zinc ou de cuivre, l’influence des 
paramètres de synthèse sur l’incorporation d’argent dans les apatites nanocristallines et leurs 
caractéristiques physico-chimiques a été évaluée dans ce travail. Le temps de maturation en 
solution, le pH de maturation et la nature des sels de phosphate de départ ont ainsi été étudiés. 
 
V.2.2.1. Effet du temps de maturation en solution 
 
Le premier paramètre de synthèse à avoir été étudié pour l’obtention d’apatites 
nanocristallines dopées en argent est le temps de maturation en solution. Diverses teneurs 
initiales en argent, comprises entre 5 et 15 % molaire, et divers temps de maturation, de 
20 minutes à 6 jours, ont été testés. 
Le protocole de synthèse suivi ici est le suivant : 
Une solution « cationique » (solution A) est réalisée par dissolution, dans de l’eau 
désionisée, de sels de nitrate de calcium (Ca(NO3)2.4H2O) et de nitrate d’argent (AgNO3) en 
proportions variables, tout en conservant une concentration en cations totaux (Ca2+ + Ag+) de 
0,3 mol/L. Parallèlement, une solution « anionique » de phosphate (solution B) est préparée par 
dissolution d’un sel d’hydrogénophosphate d’ammonium ((NH4)2HPO4) dans de l’eau 
désionisée à la concentration de 0,6 mol/L en ions phosphates. Ensuite, la solution A est 
rapidement versée dans la solution B sous agitation pendant 5 minutes. Le milieu de 
précipitation est alors laissé maturer pendant une durée fixée avant d’être filtré et lavé à l’eau 
désionisée. Enfin, le composé obtenu est lyophilisé pendant 3 jours. Le Tableau V.68 résume les 
conditions de synthèse concernant la teneur initiale en argent et le temps de maturation en 
solution étudiés ici.  
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Numéro 
d'échantillon
[Ca
2+
] 
dans la solution A
(mol/L)
[Ag
+
] 
dans la solution A
(mol/L)
% molaire initial
d'argent
( [Ag
+
]i / ([Ca
2+
]i + [Ag
+
]i) )
Temps de maturation
en solution
0j-5%Ag 0,280 0,015 5,0% 20 minutes
0j-10%Ag 0,265 0,029 10,0% 20 minutes
0j-15%Ag 0,251 0,044 15,0% 20 minutes
6j-5%Ag 0,280 0,015 5,0% 6 jours
6j-10%Ag 0,265 0,029 10,0% 6 jours
6j-15%Ag 0,251 0,044 15,0% 6 jours
 
Tableau V.68 : Principales conditions de synthèse pour la préparation des composés enrichis en argent en variant la 
teneur initiale en argent et le temps de maturation en solution 
 
Comme évoqué dans la précédente section, la précipitation du composé 6j-10%Ag 
(échantillon maturé 6 jours dont la teneur initiale en argent est de 10 % molaire) conduit à la 
formation de particules de couleur jaune observées dans le surnageant du milieu de 
précipitation en cours de maturation. En revanche, ce phénomène n’a pas été observé pour la 
synthèse réalisée avec un temps de maturation en solution de 20 minutes (à 10 % molaire en 
argent, échantillon 0j-10%Ag).  
Lors des synthèses contenant 15 % molaire en argent, que le temps de maturation soit 
de 20 minutes ou 6 jours (échantillons 0j-15%Ag et 6j-15%Ag respectivement), la précipitation 
conduit à la formation d’un précipité blanc qui prend une légère coloration jaune dès les 
premières minutes suivant la précipitation et s’intensifiant par la suite avec la maturation en 
solution.  
 
En plus de la coloration jaune, le précipité révèle une légère coloration grise qui 
s’intensifie aussi au cours de la maturation en solution. Un changement de teinte du blanc vers 
le gris a également été observé pour l’échantillon 0j-5%Ag et 0j-10%Ag (alors qu’aucune 
coloration jaune n’a été relevée), comme le montrent les photographies de la Figure V.137. Le 
phénomène de grisaillement des échantillons sera étudié dans la section V.2.3 de ce chapitre. 
 
Non dopée 5 % Ag 10 % Ag
(a) (b) (c)
6 mm
 
Figure V.137 : Photographies de poudre d’échantillon d’apatite nanocristalline a) non dopée, b) synthétisé avec 5 % 
molaire d’argent et c) synthétisé avec 10 % molaire d’argent et ayant un temps de maturation de 20 minutes 
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La diffraction des rayons X a été utilisée pour caractériser ces échantillons et les 
résultats de ces analyses sont présentés dans les Figure V.138a et b. 
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Figure V.138a : Diagrammes de diffraction des rayons X des composés synthétisés en présence de teneurs en argent 
croissantes comprises entre 0 et 15 % % molaire et ayant été synthétisées avec un temps de maturation en solution de 
20 minutes 
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Figure V.138b : Diagrammes de diffraction des rayons X des composés synthétisés en présence de teneurs en argent 
croissantes comprises entre 0 et 15 % molaire ayant un temps de maturation en solution de 6 jours 
 
Tout d’abord, comme l’on suggérées les observations visuelles, la DRX révèle que les 
échantillons dont la teneur en argent initiale est de 15 % molaire sont composés d’un mélange 
d’apatite nanocristalline et d’Ag3PO4 (composé possédant une couleur jaune caractéristique) 
(Figure V.138a et b).  
Ces analyses révèlent également qu’à 10 % molaire en argent, la présence d’Ag3PO4 
n’est détectée que lorsque le temps de maturation en solution est de 6 jours (échantillon         
6j-10%Ag) (Figure V.138b). Il est donc possible de lier la présence des particules jaunes 
surnageantes observées dans le milieu de précipitation à la phase de phosphate d’argent 
Ag3PO4. Concernant l’échantillon 0j-10%Ag (maturé 20 minutes en présence de 10 % d’argent), 
seule la phase d’apatite nanocristalline est détectée (Figure V.138a). A 10 % en argent, la 
formation d’apatite monophasée est donc conditionnée par le temps de maturation ; il doit être 
très court (inférieur à 1 jour) sans quoi il y a formation d’Ag3PO4. Les conditions de précipitation 
semblent donc permettre la formation de systèmes « hors équilibre » composés d’apatites 
nanocristallines dopées en argent mais métastables, et capables d’évoluer à terme vers la co-
formation d’Ag3PO4 plus stable (probablement par des phénomènes de démixtion). Une autre 
hypothèse expliquant la détection retardée d’Ag3PO4 cristallisé pourrait être liée à la 
cristallisation, en cours de maturation, d’une phase de phosphate d’argent amorphe précipitée 
en même temps que l’apatite. Cependant, bien que la présence d’une telle phase amorphe soit 
délicate à mettre en évidence, remarquons que la phase d’Ag3PO4 rencontrée a 
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systématiquement présenté un haut degré de cristallinité caractérisé dans tous les cas par des 
pics de diffraction très fins. Ainsi, bien que cette seconde hypothèse ne puisse pas être 
définitivement écartée, elle semble moins plausible. 
Enfin, à 5 % molaire en argent dans la solution, seuls les pics caractéristiques des 
apatites nanocristallines sont observés, que le temps de maturation en solution soit de 
20 minutes ou 6 jours (Figure V.138a et b). La phase apatitique est donc l’unique phase 
cristalline détectée pour ces échantillons, bien que l’échantillon maturé 20 minutes soit de 
couleur grisâtre. 
 
Un dosage chimique des échantillons ayant étés identifiés par DRX comme étant 
uniquement composés d’apatite (échantillons 0j-5%Ag, 0j-10%Ag et 6j-5%Ag), a été réalisé afin 
de quantifier la teneur en argent incorporée. Les résultats de ces analyses sont reportés dans le 
Tableau V.69. 
 
 
Référence
de
l'échantillon
% mol. d'argent
initial (solution)
( [Ag
+
]i / ([Ca
2+
]i + [Ag
+
]i) )
% mol. d'argent
final (solide)
( [Ag
+
]f / ([Ca
2+
]f + [Ag
+
]f) )
0j-5%Ag 5,0% 1,6%
0j-10%Ag 10,0% 2,7%
6j-5%Ag 5,0% 3,6%
 
Tableau V.69 : Quantification chimique des échantillons d’apatites nanocristallines synthétisées en présence de teneurs 
en argent croissantes comprises entre 5 et 10 % molaire et maturées à divers temps de maturation en solution (20 
minutes et 6 jours à température ambiante et à pH = 7,2) 
 
Ces données indiquent une nouvelle fois que la teneur en argent contenue dans le 
produit final (poudre) est inférieure à la teneur initialement introduite dans le milieu de 
précipitation. On peut néanmoins noter que plus il y a d’argent dans le milieu de précipitation, 
plus il y a d’argent incorporé au composé final.  
Avec un temps de maturation en solution de 20 minutes, lorsque la teneur initiale en 
argent est doublée, passant de 5 à 10 % molaire, la teneur finale varie également d’un facteur 
proche de deux, passant de 1,6 à 2,7 % molaire. 
Ces résultats montrent également qu’avec un temps de maturation de 6 jours et une 
teneur en argent initiale de 5 % molaire, la teneur finale d’argent incorporée dans le solide est 
de 3,6 % molaire, alors qu’elle est de 1,6 % molaire lorsque le temps de maturation est de 20 
minutes (à 5 % molaire). Ceci indique ainsi que la teneur en argent incorporée au composé final 
est, non seulement dépendante de la teneur en argent initiale, mais également du temps de 
maturation en solution. Les apatites s’enrichissent de plus en plus en ions argent à mesure que 
le temps de maturation en solution augmente.  
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Le maximum de l’incorporation d’argent semble toutefois se produire durant les 
premières 24 heures de maturation puisqu’entre 20 minutes de maturation et 1 jour de 
maturation, la teneur finale d’argent passe de 1,6 à 3,4 % molaire (voir section V.2.1.2) alors 
qu’elle n’augmente que jusqu’à 3,6 % molaire à 6 jours de maturation en solution (pour une 
teneur en solution initiale de 5 %).  
Cette évolution pourrait être corrélée à la présence en solution du complexe soluble 
[Ag(NH3)2]+ évoquée dans la section V.2.1.2. Durant les premiers instants qui suivent la 
précipitation, l’on peut s’attendre à ce que la formation du complexe limite l’incorporation des 
ions Ag+ dans le précipité d’apatite (d’où les faibles taux d’argent atteints pour des temps de 
maturation courts). Cependant, au cours de la maturation, l’acidification progressive du milieu 
(liée à l’hydroxylation de l’apatite et à la déprotonation d’ions HPO42-, voir section II.2.1 du 
chapitre II) est susceptible de promouvoir la dissociation partielle de tels complexes, via la 
réaction : 
[ ] ++++ +→+ 423 22)( NHAgHNHAg
 
provoquant alors la libération additionnelle d’ions Ag+ susceptibles de s’incorporer à leur tour à 
l’apatite, et justifiant ainsi l’accroissement de la teneur finale en argent avec l’augmentation du 
temps de maturation en solution. 
 
Après avoir attesté de la présence d’argent dans les composés d’apatites préparées ici, 
nous nous sommes intéressé plus en détail aux diagrammes de DRX, notamment en réalisant 
des profile fitting sur les données des échantillons enrichis initialement à 5 % molaire en argent 
et dont le temps de maturation en solution est de 20 minutes ou de 6 jours. Les résultats 
extraits de ces profile fitting sont reportés dans le Tableau V.70. 
 
L (002 )
(nm)
L (310 )
(nm)
L (00 l )
(nm)
L (h 00 )
(nm)
Non dopée - 20 min 0% 12,3 ± 0,2 2,1 ± 0,1 9,5 ± 0,4 1,3 ± 0,2 0,0105 ± 0,0012 530,3 ± 1,2
0j-5%Ag 1,6% 11,9 ± 0,3 2,0 ± 0,1 9,6 ± 0,4 1,3 ± 0,1 0,0123 ± 0,0005 528,9 ± 1,6
Non dopée - 6 jours 0% 22,1 ± 0,2 4,5 ± 0,1 19,3 ± 0,3 3,5 ± 0,2 0,0114 ± 0,0004 530,0 ± 0,6
6j-5%Ag 3,6% 20,5 ± 0,5 3,6 ± 0,1 15,7 ± 0,4 2,8 ± 0,1 0,0079 ± 0,0004 530,8 ± 1,0
Référence
de
l'échantillon
% mol. 
en Ag+
dans le solide
Scherrer Hosemann & Vogel
g(002)
V maille 
(Å3)
 
Tableau V.70 : Résultats issus de profile fitting réalisés sur des diffractogrammes de rayons X (λCu)  d’apatites 
synthétisées à différents temps de maturation en solution et en présence de 5 % d’argent (pourcentage molaire par 
rapport aux cations totaux) en comparaison avec des échantillons non dopés et synthétisés dans les mêmes conditions 
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Tout d’abord, les différents diagrammes de DRX obtenus (Figure V.138a et b) indiquent 
peu de différences en termes de résolution et de largeur de raies lorsque l’on compare les 
échantillons d’apatites nanocristallines enrichis en argent avec ceux non enrichis. Il peut 
seulement être observé une résolution de diagramme légèrement moins bonne pour le 
composé enrichi à 5 % molaire en argent comparé au composé non enrichi en argent, lorsque 
le temps de maturation est de 6 jours.  
Les analyses par profile fitting (Tableau V.70) confirment ces observations visuelles. En 
effet, les dimensions des cristallites du composé synthétisé avec 5 % molaire d’argent (1,6 % 
molaire dans le solide) maturé 20 minutes sont identiques à celles de l’échantillon non dopé 
(maturé 20 minutes). 
A 6 jours de maturation, la baisse de résolution des diagrammes DRX observée sur 
l’échantillon enrichi en argent est confirmée par des dimensions de cristallites plus faibles, de 
l’ordre de 20 % si l’on considère les dimensions (à la fois pour L(00l) et L(h00)) obtenues par le 
modèle de Hosemann et Vogel. Une diminution du facteur g002 est également observée 
parallèlement à la diminution de taille des cristallites en présence d’argent, contrairement aux 
échantillons maturés 20 minutes. 
Il apparaît globalement plus délicat d’extraire une tendance générale des valeurs de g002 
et du volume de maille cristalline, car ces valeurs pour les différents échantillons ne semblent 
pas montrer d’évolutions significatives. Attardons-nous néanmoins sur l’échantillon 6j-5%Ag 
dont la teneur en argent (incorporée dans le solide) est proche de celle de l’échantillon            
1j-7,5%Ag présenté dans la section V.2.1.2 de ce chapitre (3,6 % contre 4,0 % molaire 
respectivement). Les résultats de profile fitting indiquent que le volume de maille de l’échantillon 
1j-7,5%Ag est supérieur à celui de l’échantillon 6j-5%Ag (532,0 ± 0,9 Å3 contre 530,8 ± 1,0 Å3). 
Ce résultat peut probablement s’expliquer par une distribution différente des ions argent au sein 
des nanocristaux. Dans le cas de l’échantillon 1j-7,5%Ag, la quantité d’argent présente en 
solution était en effet plus concentrée et sur un intervalle de temps plus court que pour 
l’échantillon 6j-5%Ag (maturation plus longue mais en présence d’ions argent plus dilués dans 
le milieu).  
Bien que la teneur finale en argent pour les deux échantillons solides soit très proche, on 
peut suspecter : 
- Pour l’échantillon 1j-7,5%Ag, une proportion d’ions Ag+ au niveau du cœur apatitique 
en proportion plus importante, liée à la germination d’entités initialement plus riches 
en argent et dont la croissance mènerait à une incorporation plus « en profondeur » 
dans les nanocristaux d’apatites. Ceci expliquerait l’augmentation du volume de 
maille observée. 
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- Pour l’échantillon 6j-5%Ag, au contraire, des germes initialement moins riches en 
argent et une incorporation des ions Ag+ s’effectuant au cours de la maturation (issus 
de la dissociation du complexe d’argent di-aminé) notamment via les environnements 
non-apatitiques de surface. Ceci aboutirait à une répartition des ions Ag+ plus 
importante en proportion au niveau des environnements non-apatitiques (d’où une 
non-augmentation du volume de maille cristalline pour le cœur apatitique). 
Il apparaît donc que la présence d’ions Ag+ dans le milieu de précipitation n’entrave pas 
significativement les processus de maturation en solution des apatites nanocristallines ; les 
échantillons dopés en argent présentent un meilleur état de cristallinité après 6 jours de 
maturation plutôt qu’après 20 minutes, de la même manière que les échantillons non dopés. 
Cependant, le temps de maturation influence notablement les mécanismes d’incorporation et la 
distribution des ions Ag+ dans les composés. 
 
Enfin, les échantillons d’apatite nanocristalline enrichis en argent étudiés ici (échantillons 
0j-5%Ag, 0j-10%Ag et 6j-5%Ag) ont également été caractérisés par spectroscopie infrarouge. 
Les spectres FTIR obtenus ne révèlent que les bandes caractéristiques des apatites 
nanocristallines sans la présence de bandes additionnelles ou de décalage de bande 
significatif. Des décompositions spectrales ont été réalisées dans le domaine 400-800 cm-1 afin 
d’obtenir les teneurs relatives en ions HPO4
2- non-apatitiques et en ions OH- apatitiques. Ces 
résultats sont présentés à la Figure V.139. 
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Figure V.139 : Évolution des quantités relatives en ions HPO4
2-
 non-apatitiques et OH
-
 apatitiques relevées par 
décomposition spectrale FTIR  pour des apatites nanocristallines enrichies avec des teneurs relatives en argent 
croissante (pourcentage par rapport aux cations totaux) et synthétisés avec différents temps de maturation en solution 
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Avec l’incorporation de l’argent, une légère diminution (entre 10 et 20 % en proportion) 
de la teneur relative en ions HPO4
2- non-apatitiques ainsi qu’une diminution de la teneur relative 
en ions OH- apatitiques (visible pour les échantillons maturés 6 jours, les échantillons maturés 
20 minutes ne contenant pas d’ions OH-) sont observées. Ces résultats sont cohérents avec 
ceux obtenus avec les apatites nanocristallines enrichies en argent dont le temps de maturation 
en solution était de 1 jour.  
La diffraction des rayons X indiquait que l’état de cristallinité des composés ne variait pas 
ou peu avec l’incorporation d’argent dans la composition. Il est ainsi raisonnable de penser que 
l’état « de maturation » (incluant l’état de cristallinité, le degré de non-stœchiométrie et la 
proportion des environnements non-apatitiques) soit similaire entre les échantillons dopés et 
non dopés en argent (à temps de maturation égal). Ainsi, il est possible d’attribuer les 
modifications chimiques observées par spectroscopie FTIR à « l’unique » présence d’ions Ag+ 
dans les composés et non à des phénomènes de « maturation » des apatites. Dans cette 
optique, les mécanismes d’incorporation d’argent avancés dans la section V.2.1.2, à savoir : 
(□Ca)non-ap + (HPO4
2-
)non-ap  (Ag
+
)non-ap + (PO4
3-
)non-ap 
et  
(Ca
2+
)ap + (OH
-
)ap  (Ag
+
)ap + (□OH)ap 
apparaissent cohérents avec les résultats obtenus ici. 
 
Pour conclure, nous venons de voir que le temps de maturation en solution jouait un 
double rôle sur les caractéristiques physico-chimiques des composés préparés en présence 
d’argent. D’une part, pour une teneur en argent en solution de 10 %, l’augmentation du temps 
de maturation entraîne progressivement la formation d’Ag3PO4, témoignant du caractère 
métastable de telles apatites nanocristallines enrichies en argent. D’autre part, le temps de 
maturation semble influencer significativement les mécanismes d’incorporation et la distribution 
de l’argent au sein des nanocristaux d’apatites. Ainsi, à teneur initiale en argent fixe, 
l’augmentation de la durée de maturation en solution engendre une hausse du pourcentage 
d’argent incorporé au solide. La limite maximale d’enrichissement en argent au sein d’apatites 
nanocristallines monophasées apparaît être proche de 4 % (pourcentage molaire par rapport au 
calcium) dans ces conditions. De plus, les données révèlent qu’en ajustant le couple de 
paramètres « quantité d’argent en solution/temps de maturation », il semble possible de 
moduler la distribution des ions Ag+ au niveau du cœur apatitique et des environnements non-
apatitiques.  
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V.2.2.2. Effet du pH 
 
L’influence du pH en solution a été évaluée au travers de deux synthèses s’inspirant des 
protocoles de synthèse des apatites nanocristallines enrichies en argent précédemment 
décrites : l’une dont le pH a été ajusté à 6 avec HNO3 (référencée 0j-5%Ag-pH6) et l’autre à 8 
avec NH4OH (référencée 0j-5%Ag-pH8). La teneur initiale en argent testée ici est de 5 % 
molaire (pourcentage comparé au calcium). Le temps de maturation a été fixé à 20 minutes 
dans la mesure où cette faible durée de maturation conduit à des composés dont l’état de 
maturation est faible, ce qui les rend plus susceptibles à l’influence des paramètres de 
synthèse. Les modifications engendrées par la variation de pH seront donc potentiellement plus 
aisément observables.  
 
Le protocole de synthèse suivi ici est le suivant : 
En premier lieu, une solution « cationique » (solution A) est préparée en dissolvant un sel 
de nitrate de calcium (Ca(NO3)2.4H2O) et de nitrate d’argent (AgNO3) afin d’obtenir une 
concentration en Ca2+ de 0,280mol/L et en Ag+ de 0,015 mol/L (la concentration en cations 
totaux (Ca2+ + Ag+) étant de 0,3 mol/L, soit une teneur en argent de 5 % molaire). En parallèle, 
une solution de phosphate (solution B) est obtenue par dissolution d’un sel 
d’hydrogénophosphate d’ammonium ((NH4)2HPO4) à la concentration de 0,6 mol/L en ions 
phosphates. La solution A est ensuite versée rapidement dans la solution B sous agitation. Le 
pH du milieu de précipitation (qui est initialement de 7,1) est ajusté soit à la valeur de 6 par 
ajout d’HNO3 à 1mol/L soit à la valeur de 8 par ajout d’NH4OH à 1mol/L. Puis le milieu de 
précipitation est laissé maturer pendant 10 minutes avant d’être filtré et lavé à l’eau désionisée. 
Enfin, le composé obtenu est lyophilisé pendant 3 jours. Le temps de maturation total en 
solution est ici égal à 20 minutes car il comprend le temps de filtration/lavage où le précipité est 
encore en solution. 
 
En observation préliminaire, on peut noter que le précipité synthétisé à pH = 6 présentait 
initialement une couleur blanche après précipitation. Lors de la filtration, la couleur blanche a 
évolué vers une coloration légèrement jaune, et après lyophilisation la couleur des agglomérats 
de poudre n’était pas uniforme. Ainsi, les agglomérats présentaient une couleur jaune très pale 
au niveau de la partie du précipité qui était en contact avec l’air ou la lumière (partie supérieure) 
lors de la filtration et un couleur blanche pour la partie inférieure du précipité lors de la filtration. 
La Figure V.140 schématise ce comportement.  
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Figure V.140 : Schéma expliquant la coloration hétérogène du précipité observée lors de la synthèse du composé 
enrichis à 5 % molaire en argent et maturé 20 minutes à pH = 6 
 
La synthèse conduite à pH = 8 a engendré la formation d’un précipité de couleur blanche 
qui a été conservée tout le long du processus de synthèse. La poudre finale obtenue par cette 
synthèse présentait un couleur blanche.  
 
Afin de déterminer si des phases secondaires à l’apatite ont été formées dans ces 
conditions de synthèse, la diffraction des rayons X a été utilisée pour caractériser les 
échantillons. Les diagrammes de DRX obtenus sur les composés synthétisés à pH = 6 et 8, 
ainsi qu’une apatite nanocristalline synthétisée avec une teneur en argent de 5 % molaire et 
maturée 20 minutes sans ajustement de pH (échantillon 0j-5%Ag, voir section V.2.2.1), sont 
présentés à la Figure V.141. 
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Figure V.141 : Diagrammes de diffraction des rayons X d’apatites nanocristallines enrichies avec des teneurs en argent 
de 5 % molaire, ayant été synthétisées avec un temps de maturation en solution de 20 minutes et dont le pH après 
précipitation a été ajusté à 6 ou 8 après précipitation, et d’une apatite nanocristalline synthétisée dans les mêmes 
conditions sans ajustement de pH (échantillon 0j-5%Ag)  
 
Il apparaît de ces analyses que l’échantillon dont le pH a été ajusté à 6 conduit à la co-
formation d’apatite et du phosphate d’argent Ag3PO4. La présence de cette phase cristalline 
explique la coloration jaune observée lors de la filtration de ce composé. Cependant, le fait que 
la coloration jaune n’ait été observée que lors de la filtration et de manière hétérogène (en 
surface du filtrat) semble indiquer que la formation d’Ag3PO4 a été déclenchée par un stimulus 
extérieur au milieu de synthèse, tel que le contact avec l’air par exemple. Il est donc possible 
que les conditions acides de la synthèse (pH = 6) ne soient pas uniquement à l’origine de la 
formation d’Ag3PO4. 
En ce qui concerne l’échantillon dont le pH a été ajusté à 8 (échantillon 0j-5%Ag-pH8), la 
DRX ne montre pas la présence de phase secondaire. La phase apatitique est la seule phase 
cristalline détectée dans ces conditions. La comparaison avec l’échantillon dont le pH n’a pas 
été ajusté révèle cependant une meilleure résolution des raies (102)/(210) et (400) pour 
l’échantillon dont le pH a été ajuté à 8. 
Pour approfondir cette observation, une analyse par profile fitting a été réalisée sur le 
diagramme de DRX du composé ayant été synthétisé à pH = 8. Les résultats de cette analyse 
sont présentés dans le Tableau V.71, en comparaison avec ceux de l’échantillon synthétisé sans 
ajustement de pH (à conditions de synthèse identiques). 
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L (002 )
(nm)
L (310 )
(nm)
L (00 l )
(nm)
L (h 00 )
(nm)
0j-5%Ag 11,9 ± 0,3 2,0 ± 0,1 9,6 ± 0,4 1,3 ± 0,1 0,0123 ± 0,0005 528,9 ± 1,6
0j-5%Ag-pH8 12,2 ± 0,1 2,2 ± 0,1 9,5 ± 0,1 1,5 ± 0,2 0,0107 ± 0,0005 528,0 ± 1,0
V maille 
(Å
3
)
Référence
de
l'échantillon
Scherrer Hosemann & Vogel
g(002)
 
Tableau V.71 : Résultats issus de profile fitting réalisés sur des diffractogrammes de rayons X ( Cu)  d’apatites 
nanocristallines synthétisées en présence de 5 % d’argent (pourcentage molaire de cations), ayant pour temps de 
maturation en solution 20 minutes et dont le pH après précipitation a soit été ajusté à 8 ou soit n’a pas été ajusté (pH = 
7) 
 
Bien qu’une meilleure résolution de certaines raies de diffraction ait été observée, les 
dimensions des cristallites mesurées par profile fitting sont similaires pour les deux échantillons 
synthétisés à pH = 7 ou 8. On peut seulement noter un paramètre de distorsion g002 plus faible 
d’environ 13 % dans le cas du composé synthétisé à pH = 8, attestant d’un taux de contraintes 
sensiblement moins important. Enfin, le volume de maille cristalline apparaît relativement 
similaire pour les deux échantillons. 
 
La teneur en argent a été déterminée pour les deux échantillons apparaissant constitués 
d’apatites nanocristallines monophasées par DRX (échantillon 0j-5%Ag et 0j-5%Ag-pH8). Les 
résultats sont reportés dans le Tableau V.. 
 
Référence
de
l'échantillon
% mol. d'argent
initial (solution)
( [Ag
+
]i / ([Ca
2+
]i + [Ag
+
]i) )
% mol. d'argent
final (solide)
( [Ag
+
]f / ([Ca
2+
]f + [Ag
+
]f) )
0j-5%Ag 5,0% 1,6%
0j-5%Ag-pH8 5,0% 0,6%
 
Tableau V.72 : Résultats de dosages chimiques pour des échantillons d’apatites nanocristallines synthétisées en 
présence de 5 % molaire en argent maturées 20 minutes à un pH égal à 7,2 (sans ajustement) ou 8 (ajusté avec NH4OH) 
 
Ces données indiquent une teneur finale en argent dans le solide plus faible lorsque le 
pH du milieu de synthèse est ajusté à 8 après la précipitation en comparaison avec une 
synthèse dont le pH n’est pas ajusté (0,6 contre 1,6 % molaire), bien que les teneurs initiales en 
argent en solution soient identiques. Ces données peuvent être reliées, une fois encore, à la 
formation en solution du complexe d’argent di-aminé ([Ag(NH3)2]
+) qui serait favorisée en milieu 
alcalin, selon la réaction : 
OHNHAgOHNHAg 2234 2)(22  
La teneur en ions argent libres susceptibles d’être incorporés à l’apatite apparaît donc 
plus faible à pH = 8 qu’à pH = 7 et le précipité d’apatite lavé et lyophilisé est au final moins 
enrichi en argent.  
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Dans le chapitre II (section II.2.3) de ce manuscrit, nous avions remarqué que la 
modification du pH de maturation vers des valeurs alcalines engendrait plus particulièrement 
des modifications d’ordre chimique sur les apatites nanocristallines non dopées, telles qu’une 
carbonatation et une augmentation de la teneur relative en ions OH- apatitiques. Une analyse 
par spectroscopie FTIR a donc été réalisée sur l’échantillon enrichi à 5 % molaire en argent 
synthétisé avec un temps de maturation de 20 minutes après ajustement du pH à 8. Le spectre 
FTIR de ce composé (présenté à l’annexe V.2) ne révèle pas de bandes d’absorption autres 
que les bandes caractéristiques des apatites nanocristallines. Il ne présente pas non plus de 
bandes attribuables à des ions carbonates, généralement observées dans le domaine        
1350-1550 cm-1 (voir à la section II.2.3 du chapitre II). Afin d’en apprendre plus sur les teneurs 
relatives en ions OH- apatitiques et HPO4
2- non-apatitiques, une décomposition spectrale des 
bandes situées dans le domaine 400-800 cm-1 a été réalisée. Les résultats obtenus comparés à 
l’échantillon enrichi à 5 % molaire en argent et dont le pH n’a pas été ajusté sont présentés à la 
Figure V.142. 
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Figure V.142 : Évolution des quantités relatives en ions HPO4
2-
 non-apatitiques et apatitiques relevées par 
décomposition spectrale FTIR  pour des apatites nanocristallines synthétisées en présence de 5 % d’argent 
(pourcentage molaire de cations), ayant pour temps de maturation en solution 20 minutes et dont le pH après 
précipitation a soit été ajusté à 8 ou soit n’a pas été ajusté (pH = 7) 
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Les résultats de décomposition spectrale montrent tout d’abord l’absence d’ions OH- 
apatitiques à la fois pour l’échantillon synthétisé à pH = 8 et pour celui synthétisé à pH = 7. Les 
données présentées à la Figure V.142 révèlent également une diminution, de l’ordre de 15 %, de 
la teneur relative en ions HPO4
2- non-apatitiques ainsi que la non-évolution de la teneur relative 
en ions HPO4
2- apatitiques. La baisse de la teneur relative en ions HPO4
2- non apatitiques 
pourrait être expliquée par la diminution du taux de substitution du calcium par l’argent dans le 
solide afin de compenser l’augmentation des charges positives et de conserver 
l’électroneutralité du cristal. 
 
Ainsi, en conclusion de cette section, nous avons pu observer que des conditions acides 
de synthèse (pH = 6) favorisaient la formation d’Ag3PO4 en tant que phase secondaire aux 
apatites nanocristallines. En revanche, des conditions basiques (pH = 8) n’engendraient la 
formation que d’apatites nanocristallines présentant des caractéristiques physico-chimiques 
similaires à des composés synthétisés sans ajustement de pH (pH = 7), à teneur en argent 
initiale constante.  
 
V.2.2.3. Effet de la nature des contre-ions 
 
Dans cette section, nous nous sommes intéressés à l’obtention d’apatites 
nanocristallines enrichies en argent dont la synthèse a été réalisée en utilisant un sel 
d’hydrogénophosphate de sodium en remplacement de l’hydrogénophosphate d’ammonium. 
Deux synthèses effectuées en présence de 5 % d’argent (pourcentage molaire par rapport au 
calcium + argent) ont ainsi été réalisées en utilisant du Na2HPO412.H2O comme sel de 
phosphate de départ : l’une pour laquelle le temps de maturation en solution est de 20 minutes 
et l’autre de 6 jours (référencées 0j-5%Ag-Na et 6j-5%Ag-Na respectivement). 
Le protocole de synthèse est identique à celui décrit dans la section V.2.2.1 pour des 
teneurs initiales en argent de 5 % molaire, en remplaçant seulement le (NH4)2HPO4 par du 
Na2HPO4.12H2O. 
 
Des observations préliminaires réalisées lors de la synthèse de ces deux composés 
révèlent que le précipité initialement formé est de couleur blanche mais que dans la minute qui 
suit la précipitation, le précipité acquiert une coloration jaune. Le précipité acquiert également 
une teinte grisée après 6 jours de maturation en solution.  
 
La diffraction des rayons X a donc été utilisée pour déterminer la présence éventuelle 
d’une phase cristalline secondaire. Les résultats sont présentés dans la Figure V.143. 
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Figure V.143 : Diagrammes de diffraction des rayons X d’échantillons synthétisés en présence de 5 % d’argent 
(pourcentage molaire par rapport au calcium + argent), ayant un temps de maturation en solution de 20 minutes et 6 
jours en utilisant du Na2HPO4.12H2O comme sel de phosphate de départ 
 
Ces données révèlent qu’indépendamment du temps de maturation en solution, la 
synthèse utilisant du Na2HPO4.12H2O comme sel de phosphate de départ conduit à la 
formation d’un système biphasé « apatite nanocristalline/Ag3PO4 ».  
 
Il n’apparaît donc pas possible d’obtenir une apatite nanocristalline enrichie en argent 
comme unique phase cristalline en utilisant du Na2HPO4.12H2O comme sel de phosphate de 
départ dans ces conditions, alors que les synthèses réalisées dans des conditions identiques 
en utilisant du (NH4)2HPO4 le permettaient. D’une part, ce phénomène pourrait s’expliquer par 
la co-incorporation dans le solide d’ions sodium présents en solution (aisément incorporables 
aux composés apatitiques comme nous l’avons observé en section II.2.4 du chapitre II) ; les 
sites occupés par les ions Na+ devenant alors inaccessibles aux ions Ag+ qui resteraient en 
solution, favorisant ainsi la formation d’Ag3PO4. D’autre part, dans ces conditions, en absence 
d’ions ammonium en solution, les ions argent ne sont plus complexés et sont susceptibles 
d’apparaître principalement sous forme libre Ag+. De ce fait, la solution de précipitation peut 
alors devenir sursaturée par rapport au phosphate d’argent Ag3PO4 et engendrer sa formation.  
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V.2.3. Évolution de la teinte des échantillons enrichis en argent 
 
Comme nous l’avons évoqué dans la section précédente, la présence d’argent au sein 
de certains échantillons d’apatites nanocristallines conduit à un grisaillement de la poudre 
finale, bien qu’aucune phase secondaire n’ait été détectée par DRX. Ce phénomène se  produit 
en cours de maturation et s’intensifie avec des teneurs en argent croissantes.  
Pour approfondir cette évolution, une série d’expérimentations, décrites dans cette 
section, a été menée sur des phosphates d’argent préparés sans calcium. Ainsi, divers 
phosphates d’argent ont été synthétisés par coprécipitation avec différentes conditions de 
synthèse. Le suivi du grisaillement ainsi que des caractérisations physico-chimiques a alors été 
effectué sur ces composés. 
 
En premier lieu, une synthèse a été réalisée afin de confirmer que le changement de 
teinte se produisait également en absence de calcium. Pour ce faire, le protocole de synthèse 
suivi ici a été le suivant : 
D’un côté, une solution de nitrate d’argent (AgNO3) à la concentration de 0,2 mol/L a été 
préparée. D’un autre côté, une solution de phosphate a été préparée en dissolvant du 
(NH4)2HPO4 de telle sorte à atteindre la concentration de 0,6 mol/L. La solution d’argent a 
ensuite été versée dans la solution de phosphate préalablement mise sous agitation (le pH est 
de 7,5). Après 2 minutes d’agitation, le milieu a été laissé maturer pendant 20 minutes, à 
température ambiante, puis a été filtré sur Büchner. Le précipité a été rincé à l’eau désionisée 
avant d’être lyophilisé pendant 3 jours. 
Lors de cette synthèse un précipité jaune vif se forme au moment de la coprécipitation, 
couleur caractéristique du phosphate d’argent (Ag3PO4). Au cours de la maturation en solution, 
il est ensuite effectivement observé un grisaillement du précipité dont la couleur devient alors 
jaune/vert-kaki (le produit obtenu après lyophilisation est également de cette couleur, comme le 
montre la photographie de la Figure V.144a). Ainsi, cette expérience montre effectivement une 
évolution progressive de la teinte des composés se grisant en cours de maturation en solution 
dû à la présence d’argent.  
 
La littérature révèle que le grisaillement des composés contenant de l’argent peut être 
activé par l’exposition à la lumière (Danscher, 1981 ; Silver et al., 2006). Pour confirmer ce 
processus, l’expérimentation précédente a été réitérée en conduisant toute la synthèse dans un 
maximum d’obscurité. La synthèse engendre la formation d’un précipité jaune dont la couleur 
n’évolue pas durant la maturation en solution et qui se retrouve dans le produit lyophilisé final 
(Figure V.144b). Si ce dernier est exposé à la lumière sa couleur devient alors progressivement 
plus grisée mais sur des périodes de temps plus longues qu’en solution (plusieurs semaines). 
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Figure V.144 : Photographie des produits obtenus après coprécipitation d’un sel d’argent (AgNO3) et d’un sel 
d’hydrogénophosphate ((NH4)2HPO4) et ayant été synthétisé a) à la lumière et b) dans l’obscurité 
 
Ainsi, il apparaît que ces conditions de synthèse génèrent la formation d’un composé de 
couleur jaune devenant grisée après exposition à la lumière, dont la vitesse d’apparition est 
plus élevée en solution.  
 
Diverses explications ont été proposées dans la littérature pour expliquer la coloration 
grise des composés dopés à l’argent : 
- Keller-Besrest observa, dans des argiles (silicate d’aluminium et de magnésium), la 
réduction d’ions Ag+ en Ag0 (argent métallique) au sein de cluster d’argent contenant 
un mélange Ag+/Ag0 ou uniquement des atomes sous forme métallique             
(Keller-Besrest et al., 1994) entraînant un grisaillement du composé. L’argile joue 
alors le rôle de donneur d’électrons pour permettre la réaction : Ag+ + e-  Ag0. Il est 
à noter que la réduction des ions argent et le changement de la couleur qui en résulte 
constitue le principe de base de la photographie argentique (Belloni et al., 1999).   
- Roy réalisa un revêtement par dépôt plasma d’hydroxyapatite contenant de l’oxyde 
d’argent (Ag2O) et observa une coloration marron/noir du revêtement qu’il attribua à 
Ag2O (Roy et al., 2012). En effet, Ag2O est un composé de couleur noir/marron foncé, 
il est donc également possible qu’un grisaillement survienne à la suite de la formation 
d’une faible quantité d’oxyde d’argent (Haile et al., 2010). 
- L’argent possède également une grande affinité avec le soufre pour former un 
composé de couleur noire d’Ag2S. Cette réaction serait en partie à l’origine du 
ternissement de l’argenterie qui se produit au contact des sulfures présent dans 
l’atmosphère (sous sa forme H2S). La formation de composes de type AgCl, AgSO4 
ou de composés organiques serait également responsable de ce ternissement 
(Hallett et al., 2003). 
Afin d’appréhender plus en détail ces phénomènes de changement de teinte lors de la 
maturation en solution de phosphates d’argent, de l’Ag3PO4 a été synthétisé suivant le 
protocole reporté par Kim (Kim et al., 2009) dont les étapes sont présentées dans la 
section V.2.1.1.  
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Il semble que les phénomènes de grisaillement puissent être dus à des réactions 
d’oxydoréductions (réduction de l’ion Ag+ en Ag0, ou oxydation en Ag2O). C’est pourquoi il nous 
a paru intéressant d’évaluer l’influence du pH sur ces phénomènes. Diverses synthèses à 
différents pH ont ainsi été réalisées en s’inspirant du protocole de synthèse l’Ag3PO4 de Kim. 
Pour éviter de potentielles interférences liées à l’ajout d’un acide ou d’une base après 
précipitation du phosphate et dans la mesure où les cinétiques de d’évolution de la couleur en 
solution sont rapides, il a été décidé d’utiliser des sels de phosphates de sodium à divers états 
de protonation, à savoir NaH2PO4.2H2O, Na2HPO4.12H2O et Na3PO4.12H2O. Le pH en solution 
de ces différents sels dépend du niveau protonation et est de 4,4 ; 9,2 et 12,5 respectivement. 
Le protocole de synthèse suivi ici est le suivant : 
Une solution de nitrate d’argent (AgNO3) à la concentration de 0,2 mol/L est préparée. 
Parallèlement, une solution de phosphate est préparée en dissolvant un des 3 sels de 
phosphate de sodium de telle sorte à atteindre la concentration de 0,1 mol/L. La solution 
d’argent est ensuite versée dans la solution de phosphate préalablement mise sous agitation, à 
température ambiante et à la lumière. Après 30 minutes d’agitation, le milieu est filtré sur 
Büchner et rincé à l’eau désionisée avant d’être séché à l’étuve à 80 þC. Les conditions de 
synthèse sont résumées dans le Tableau V.73. 
 
Référence 
de l'échantillon
Sel de phosphate
de départ
pH
de la solution 
de phosphate
avant précipitation
pH
du milieu 
en fin de 
précipitation
a
(Kim et al. , 2009)
Na3PO4.12H2O 6,5 7,5
b NaH2PO4.2H2O 4,4 2,4
c Na2HPO4.12H2O 9,2 2,7
d Na3PO4.12H2O 12,5 11,8
 
Tableau V.73 : Conditions de synthèse étudiées pour la synthèse de phosphates d’argent en utilisant différents sels de 
phosphate de sodium 
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En premier lieu, la synthèse de ces composés conduit systématiquement à la formation 
d’un précipité de couleur jaune vif, malgré les différents pH de synthèse. Ce précipité est 
également observé lors de la synthèse de l’Ag3PO4 de référence. En revanche, un grisaillement 
du précipité est observé au cours de la maturation, plus ou moins important suivant le sel de 
phosphate utilisé pour la synthèse. L’Ag3PO4 de référence subit également un changement de 
couleur en cours de maturation. Il apparaît que plus le sel de phosphate est protoné (plus le pH 
de la solution de phosphate est acide), moins le précipité formé et le produit séché final sont 
sensibles à l’apparition de la teinte grise. Ces résultats sont illustrés par les photographies des 
composés obtenus après séchage, présentés dans la Figure V.145. Ainsi, on observe que le 
composé synthétisé avec NaH2PO4.2H2O est jaune vif et ne grise pas (même après plusieurs 
mois d’exposition à la lumière) alors que le composé synthétisé avec Na3PO4.12H2O à une 
couleur proche du brun foncé/noir (Figure V.145b et d). L’Ag3PO4 de référence et le composé 
synthétisé avec Na2HPO4.12H2O ont tous deux une couleur jaune grisée  (Figure V.145a et c). 
 
  
Figure V.145 : Photographie de a) l’Ag3PO4 de référence et des produits obtenus après coprécipitation d’un sel 
d’argent (AgNO3) et de différents sels de phosphate de sodium à savoir b) avec NaH2PO4.2H2O c) avec Na2HPO4.12H2O 
et d) avec Na3PO4.12H2O 
 
La diffraction des rayons X a été utilisée pour déterminer la phase cristalline qui a été 
précipitée dans chaque cas et pour détecter la présence éventuelle de phases secondaires. Les 
résultats sont présentés Figure V.146. 
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Figure V.146 : Diagrammes de diffraction des rayons X de l’Ag3PO4 de référence et des phosphates d’argent synthétisés 
avec différents sel de phosphate de sodium 
 
Ces données montrent que tous les composés synthétisés ici présentent la structure 
cubique de l’Ag3PO4 (JCPDS, 6-505), malgré les conditions de synthèse et les couleurs 
différentes des composés. Aucune phase secondaire, décalage des pics de diffraction ou 
variation de l’état de cristallinité n’a été détecté dans ces différents composés.  
On peut supposer que la réaction de grisaillement est un processus de surface, ainsi il 
est possible que les éventuelles phases secondaires, telles que Ag2S ou Ag2O, ne soient pas 
en quantité suffisante pour être détectées par DRX. Dans le cas d’une réduction des ions Ag+ 
en Ag0 formant des clusters, il est peu probable que ces entités soient détectées par DRX dans 
la mesure où elles sont généralement constituées de très peu d’atomes (de l’ordre de quelques 
unités à quelques dizaines) ne permettant pas l’obtention de domaine diffractant.  
 
Une analyse par microscopie électronique à balayage (MEB) a également été effectuée 
sur ces échantillons. Les micrographies sont exposées à la Figure V.147. 
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Figure V.147 : Micrographie MEB a) de l’Ag3PO4 de référence et des phosphates d’argent synthétisés avec b) 
NaH2PO4.2H2O, c) Na2HPO4.12H2O et d) Na3PO4.12H2O 
 
Les composés se présentent sous forme d’agrégats de particules dont la forme et la taille 
dépendent du sel de phosphate utilisé. L’Ag3PO4 de référence (Figure V.147a) révèle des 
particules relativement sphériques ayant un diamètre de l’ordre de 200 nm. Le phosphate 
d’argent synthétisé avec NaH2PO4.2H2O (Figure V.147b) montre des particules de taille plus 
importante, comprise entre 1 et 10 µm, en forme de prisme régulier. Le composé synthétisé 
avec Na2HPO4.12H2O (Figure V.147c)  présente quant à lui des particules plus petites (< 1 µm) 
et de forme moins régulière mais s’apparentant au cas précédent (synthèse avec 
NaH2PO4.12H2O, Figure V.147b). Enfin, le phosphate d’argent synthétisé avec Na3PO4.12H2O 
(Figure V.147d) présente de très petites particules, de tailles inférieures à 100 nm, dont la forme 
semble sphérique. Ainsi, la morphologie des particules, pour chaque échantillon pris 
séparément, apparaît plutôt homogène et aucune phase secondaire n’a été décelée. Il est 
intéressant de noter qu’une corrélation entre les dimensions des particules et la couleur des 
composés peut alors être faite : plus les particules sont petites, plus le composé apparaît grisé. 
On peut ainsi avancer l’hypothèse selon laquelle des clusters responsables du phénomène de 
grisaillement se formeraient en surface des particules, et que leur formation serait d’autant plus 
facilitée que la surface d’échange avec les particules est grande (particules plus petites), d’où 
une coloration grisée qui apparaît macroscopiquement plus importante. 
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Afin d’élucider la nature chimique des espèces responsables du grisaillement, une 
analyse de surface par XPS a été menée sur les phosphates d’argent synthétisés avec les 
différents sels de phosphates, dont les spectres sont présentés aux annexes V.3a, b, c et d. 
Les résultats indiquent, tout d’abord, que l’élément soufre est absent de la surface des 
échantillons. L’analyse des pics attribués à l’argent (aux positions de 367,9 eV pour l’Ag 3d5/2 et 
373,9 eV pour l’Ag 3d3/2) montre que l’élément est sous la forme ionique Ag
+. La présence de 
l’argent sous sa forme métallique (Ag0) n’a pas été détectée (position des pics de l’Ag0 : 
368,3 eV et 374,3 eV, voir annexe V.3d). Il semble que les ions Ag+ de surface soient impliqués 
dans des liaisons Ag-O-P, mais la nature exacte de ces environnements est difficile à 
déterminer. Peu de différences sont observées entre les échantillons synthétisés avec les 
différents sels de phosphate. L’échantillon synthétisé avec Na3PO4.12H2O (le plus gris) semble 
présenter une plus grande teneur en argent en surface comparé aux deux autres échantillons 
(ceux synthétisés avec Na2HPO4.12H2O et NaH2PO4.2H2O), comme le montrent les résultats 
de semi-quantification résumés dans le Tableau V.74.  
 
Élément (pic observé)
(% atomique)
Ag (3d
5
/2) P (2p) O (1s) C (1s) Cl (2p)
Échantillon b
(synthèse avec NaH2PO4.2H2O)
26,1 13,2 39,38 21,32 0
Échantillon c
(synthèse avec Na2HPO4.12H2O)
27,78 12,96 39,78 18,64 0,84
Échantillon d
(synthèse avec Na3PO4.12H2O)
35,37 12,76 34,4 17,46 *
* : inférieur à la limite de quantification  
Tableau V.74 : Résultats semi-quantificatifs des teneurs en éléments détectés par XPS 
 
Enfin, une infime teneur en chlore, inférieure à 1 % atomique, a également été détectée 
pour les échantillons synthétisés avec Na3PO4.12H2O et Na2HPO4.12H2O (les échantillons 
devenus gris).  
Il apparaît donc que l’hypothèse attestant de la formation d’Ag2S en surface comme 
participant au changement de couleur des échantillons ne soit pas fondée ici.  
Bien que l’hypothèse soutenant la réduction des ions Ag+ en Ag0 ne semble pas être 
supportée par ces analyses XPS, la présence de faibles quantités d’argent métallique pourrait 
s’avérer délicate à distinguer du signal obtenu. Il semble donc que cette hypothèse ne puisse 
par être totalement écartée à ce stade. D’un autre côté, la formation de clusters d’oxyde 
d’argent en surface des particules demeure également envisageable pour expliquer le 
phénomène de grisaillement observé, soit par une évolution du phosphate d’argent lui-même, 
soit via la formation de complexes hydroxydés de surface de type AgOH partiellement 
déhydratés selon l’équation : 
OHOAgAgOH 222  
Chapitre V – Enrichissement en argent  
 366 
Cette seconde hypothèse pourrait en effet expliquer l’influence du pH sur l’évolution de la 
coloration de la poudre, ainsi que le caractère non immédiat de ce phénomène de grisaillement 
puisque nécessitant la formation préalable d’un intermédiaire AgOH de surface. 
Enfin, nos observations ont mis en évidence l’impact de l’exposition à la lumière des 
échantillons sur leur modification de teinte, générant donc un apport énergétique 
supplémentaire au système, capable d’évoluer vers des configurations qui ne seraient pas 
spontanément obtenues en absence de lumière. 
Il n’apparaît pas possible, dans l’état actuel de nos connaissances, de déterminer avec 
précision la nature des espèces chimiques présentes en surface des particules et responsables 
du changement de teinte observé, ni les mécanismes associés à leur formation. 
 
V.3. Étude de la libération d’argent 
 
Afin de déterminer l’éventuelle libération d’ions argent par les apatites nanocristallines 
dopées, décrites dans les sections précédentes, lors de leur immersion en milieu aqueux, et par 
la suite pouvoir relier les résultats des tests (micro-)biologiques à de telles considérations, 
divers tests préliminaires de libération ont été effectués. En premier lieu, des tests en conditions 
statiques ont été réalisés pour évaluer si une telle libération d’ions Ag+ était possible et dans 
quelle gamme de concentration l’argent était susceptible d’être libéré. Des tests préliminaires 
de libération en conditions dynamiques ont ensuite été menés à partir des recommandations de 
la Pharmacopée Européenne pour approfondir les phénomènes de libération de ces ions à 
propriétés potentiellement antibactériennes.  
 
V.3.1. Tests en conditions statiques 
 
Pour évaluer la libération effective de l’argent et avoir une estimation de la gamme de 
concentration attendue lors de l’immersion de composé d’apatites nanocristallines enrichies en 
argent en milieu aqueux, des tests préliminaires de libération en conditions statiques ont été 
effectués. Ces tests ont été réalisés sur deux composés d’apatites nanocristallines décrits dans 
la section V.2.2.1 synthétisés en présence de 5 % d’argent (pourcentage molaire par rapport au 
calcium) en utilisant du (NH4)2HPO4 comme sel de phosphate de départ avec des temps de 
maturation 20 minutes (0j-5%Ag) et 6 jours (6j-5%Ag). Les teneurs en argent contenues dans 
ces composés sont de 0,0130 mmol/100mg (1,6 % molaire) et de 0,0303 mmol/100mg (3,6 % 
molaire) respectivement. De plus, pour se rapprocher des conditions des tests 
biologiques/microbiologiques qui seront détaillés dans les sections suivantes, les échantillons 
d’apatites nanocristallines dopées en argent utilisées ici ont subi une étape de pré-équilibrage 
en utilisant une solution de Na3PO4 à pH = 11 lors de la filtration et du lavage du précipité en fin 
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de synthèse. Deux milieux de libération ont été étudiés ici : une solution d’eau ultra-pure à 18,2 
mΩ (dont le pH, relevé avec du papier pH, est compris entre 6 et 7) et une solution d’HNO3 à 
pH = 6. Le premier a été choisi en tant que milieu de référence et le dernier pour simuler de 
manière simplifiée des conditions d’inflammation pour lesquelles le pH peut être transitoirement 
acide. Pour chaque couple « composé/milieu de libération », 3 tests identiques ont été réalisés 
(soit 12 tests au total). 
Le protocole suivi pour ces tests de libération est le suivant :  
Une masse exacte d’échantillon (sous forme de poudre), proche de 150 mg, est pesée 
dans un flacon en verre. Une masse de milieu de « libération », proche de 50 g (correspondant 
à 50 mL), est ensuite pesée dans ce même flacon (contenant la poudre). Le milieu est alors 
conservé dans ces conditions (sans agitation) à température ambiante pendant une période de 
6 jours.  
A la fin des 6 jours d’immersion, le milieu est filtré puis récupéré pour en doser la 
quantité d’argent libérée. Le dosage des ions Ag+ a été réalisé par spectrophotométrie en 
utilisant les kits de dosage HACH précédemment mentionnés (section V.2.1.2) et dont le 
protocole d’utilisation est décrit à l’annexe V.1. Aucune dilution n’a été réalisée pour effectuer 
ces dosages, excepté celle liée à l’alcalinisation (avec 1 ou 1,5 mL de NaOH 0,1mol/L) du 
milieu à un pH compris entre 9 et 10 nécessaire à l’utilisation des kits de dosage. Les résultats 
de ces dosages sont présentés dans le Tableau V.75. 
 
Référence
de
l'échantillon
Milieu 
de 
libération
Concentration en Ag
+
dans le milieu de libération
à la fin du test
(mol/L)
% molaire d'Ag
+
libéré par le composé
(nAg libéré / nAg contenu dans le composé)
0j-5%Ag eau ultra-pure 0,5.10
-5
 ± 0,3.10
-5 1,2 % ± 0,7 %
0j-5%Ag eau à pH = 6 (HNO3) 0,4.10
-5
 ± 0,2.10
-5 1,1 % ± 0,5 %
6j-5%Ag eau ultra-pure 1,2.10
-5
 ± 0,1.10
-5 1,3 %  ± 0,1 %
6j-5%Ag eau à pH = 6 (HNO3) 1,1.10
-5
 ± 0,1.10
-5 1,3 % ±  0,1 %
 
Tableau V.75 : Résultats des dosages d’Ag+ issus des tests de libération en conditions statiques après l’immersion 
pendant 6 jours de 150 mg de poudre d’apatites nanocristallines enrichies initialement à 5 % molaire et dont le temps 
de maturation est de 20 minutes (0j-5%Ag) et de 6 jours (6j-5%Ag) 
 
Ces résultats montrent tout d’abord qu’il y a effectivement une libération d’argent 
détectable pour ces échantillons d’apatites nanocristallines enrichies en argent, et ce pour les 
deux milieux de libération. Pour l’échantillon 0j-5%Ag (apatite nanocristalline contenant 1,6 % 
molaire d’argent par rapport au calcium et ayant été maturée 20 minutes), les résultats des 
tests, que ce soit dans l’eau ultra-pure ou dans l’eau à pH = 6, se sont montrés plutôt disparates 
puisque les concentrations en argent étaient comprises entre 2,0.10-6 et 7,5.10-6 mol/L pour 
l’immersion dans l’eau ultra-pure et entre 2,3.10-6 et 6,0.10-6 mol/L à pH = 6, menant ainsi à des 
écart-types importants. A l’inverse, l’échantillon 6j-5%Ag (apatite nanocristalline contenant 3,6 
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% molaire d’argent par rapport au calcium et ayant été maturée 6 jours) a fourni des résultats 
de dosage plus reproductibles, les concentrations étant comprises entre 11,3.10-6 et 12,3.10-6 
mol/L pour l’immersion dans l’eau ultra-pure et entre 10,9.10-6 et 12,0.10-6 mol/L à pH = 6. 
Notons cependant que les résultats obtenus sur l’échantillon 6j-5%Ag mènent à des 
concentrations relativement élevées pour la méthode de dosage employée, et qu’une dilution 
préliminaire des solutions à doser pourrait être envisagée dans les perspectives de ce projet 
afin de se situer dans une gamme de concentration optimale. 
 
En revanche, les résultats ne révèlent aucune différence significative entre les valeurs 
moyennes des concentrations lorsque les deux milieux de libération sont comparés pour un 
échantillon donné. Il ne semble donc pas y avoir d’influence notable du milieu de libération testé 
sur la quantité d’argent libéré par les échantillons. Cela peut provenir du fait que l’eau ultra-pure 
utilisée pendant ces tests avait un pH inférieur à 7 (compris entre 6 et 7) ; conditions 
légèrement acides se rapprochant finalement des conditions du milieu dont le pH a été ajusté 
délibérément à 6 avec HNO3. 
Lorsque l’on rapporte la quantité d’ions Ag+ libérés en solution à la teneur initialement 
présente dans le solide, le pourcentage moyen d’ions argent libérés par les deux échantillons 
est similaire (entre 1,1 et 1,3%), et par ailleurs relativement faible, malgré des temps de 
maturation différents (20 minutes et 6 jours respectivement). Or le composé 6j-5%Ag est 
théoriquement plus stable que le composé 0j-5%Ag et moins enclin à la dissolution puisqu’il a 
été maturé en solution plus longtemps et possède donc un meilleur état de maturation (voir 
section II.2.1 du chapitre II et section V.2.2.1 de ce chapitre).  
En considérant le milieu de libération uniquement composé d’eau ultra-pure, il ne peut y 
avoir d’échanges ioniques entre la solution et le solide, il semble donc que seuls des 
mécanismes de dissolution puissent permettre la libération d’argent dans ces conditions. Si la 
distribution des ions argent au sein des nanocristaux était considérée comme homogène, la 
libération d’ions Ag+ devrait théoriquement être plus importante (en proportion) pour 
l’échantillon 0j-5%Ag que pour l’échantillon 6j-5%Ag, ce qui ne correspond pas à nos données 
expérimentales. Il semble alors possible de relier cette observation à l’existence d’une 
hétérogénéité de distribution des ions Ag+ au sein des nanocristaux. Bien que les deux 
échantillons aient été soumis aux mêmes conditions expérimentales initiales, ils diffèrent 
cependant par la durée de mise en contact avec la solution contenant les ions argent. On peut 
penser que l’échantillon maturé pendant une durée totale de 6 jours a alors pu continuer à 
incorporer l’élément argent au cours du phénomène de maturation, mais avec une proportion 
plus importante en sites non-apatitiques de surface par rapport au remplissage du cœur 
apatitique (en raison notamment de la plus grande taille des ions Ag+ par rapport aux ions Ca2+ 
ne facilitant pas une incorporation dans le réseau cristallin). Ainsi, si une part importante des 
ions Ag+ est accumulée dans les environnements non-apatitiques de surface pour l’échantillon 
6j-5%Ag, ces ions seront plus aisément libérés en solution car ces environnements structuraux 
sont probablement les plus susceptibles de se dissoudre en premier. Il est donc possible que 
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ces phénomènes de distribution ionique hétérogène soient à l’origine de la plus importante 
libération d’argent (en proportion) par l’échantillon 6j-5%Ag que l’échantillon 0j-5%Ag. 
 
Au final, ces tests ont permis de mettre en évidence la libération effective d’ions Ag+ à 
des concentrations détectables, à partir d’apatites nanocristallines dopées. Des tests 
complémentaires seront cependant nécessaires pour déterminer les cinétiques et les 
mécanismes de libération impliqués lors de l’immersion d’apatites nanocristallines dopées en 
argent, notamment dans des milieux aqueux plus complexes. 
 
V.3.2. Tests en conditions dynamiques 
 
Des tests préliminaires de libération en conditions dynamiques (avec recirculation du 
milieu de libération) ont également été réalisés sur des échantillons d’apatites nanocristallines 
enrichies en argent afin d’appréhender les phénomènes de libération des ions Ag+. Ces tests 
s’inspirent des recommandations de la Pharmacopée Européenne (Pharmacopée, 6.0) relatives 
à la dissolution apparente. 
Ces tests ont été réalisés sur l’appareillage de dissolution à flux continu présenté dans la 
section IV.3 du chapitre IV. L’échantillon étudié ici est une apatite nanocristalline synthétisée en 
présence de 10 % d’argent (pourcentage molaire initial de cations incorporés lors de la 
synthèse) dont le temps de maturation est de 20 minutes (échantillon 0j-10%Ag, voir 
section V.2.2.1) ayant subi une étape de pré-équilibrage (par un lavage du précipité avec une 
solution de Na3PO4 à pH = 11). La concentration en argent contenue dans cet échantillon est de 
0,0286 mmol/100mg soit 2,7 % molaire (par rapport au calcium). Notre choix s’est porté sur cet 
échantillon car il est le plus susceptible de libérer d’importantes quantités d’argent parmi tous 
les échantillons synthétisés dans cette étude (teneur en argent élevée et état de maturation 
faible). Deux milieux de libération ont été étudiés ici comme précédemment : de l’eau ultra-pure 
à 18,2 mΩ (de pH compris entre 6 et 7) et une solution aqueuse de HNO3 à pH = 6. Pour 
chacun des deux milieux, 50 mL de solution et 100 mg d’échantillon sous forme de poudre 
ont été utilisés pour le test. La circulation du milieu au travers de l’échantillon a été réalisée à la 
vitesse de 15 L/h et à la température de 37 °C.  
La durée totale du test a été de 68 heures (près de 3 jours) et 4 prélèvements de 5 mL 
ont été réalisés à 6 heures, 23 heures, 46 heures et 68 heures après le début du test. Après 
chaque prélèvement, 5 mL de milieu de libération vierge ont été rajoutés au milieu circulant. 
Pour chaque prélèvement, un dosage des ions argent a été effectué par spectrophotométrie en 
utilisant les kits de dosage HACH évoqués dans les sections précédentes (décrit à l’annexe 
V.1). Un volume minimal de 50 mL est nécessaire pour réaliser ces dosages, les prélèvements 
ont donc été dilués avec une solution de NaOH à pH = 10 afin d’obtenir un volume adéquat 
pour le dosage et dont le pH serait compris entre 9 et 10 (gamme de pH nécessaire au 
dosage).  Cependant, le pH des solutions après dilution était hors gamme (inférieur à 9) : 1 mL 
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d’une solution de NaOH à 0,1 mol/L a donc été ajouté en supplément. Les résultats de ces 
dosages sont résumés dans le Tableau V.76 ; et le Tableau V.77 présente les quantités d’argent 
libéré rapportées aux teneurs en argent contenues dans les échantillons en fonction du temps. 
Les concentrations données dans ce tableau sont des concentrations corrigées en prenant en 
compte la dilution du milieu de libération engendrée par les différents prélèvements au cours du 
temps. 
 
Milieu 
de 
libération
c° en Ag
+
à t = 6 heures
(mol/L)
c° en Ag
+
à t = 23 heures
(mol/L)
c° en Ag
+
à t = 46 heures
(mol/L)
c° en Ag
+
à t = 68 heures
(mol/L)
eau ultra-pure 0,8.10
-5 
± 0,1.10
-5
1,2.10
-5 
± 0,2.10
-5
0,5.10
-5 
± 0,1.10
-5
1,1.10
-5 
± 0,2.10
-5
eau à pH = 6 (HNO3) 1,4.10
-5
± 0,2.10
-5
1,4.10
-5
± 0,2.10
-5
1,5.10
-5
± 0,2.10
-5
1,6.10
-5
± 0,2.10
-5
 
Tableau V.76 : Résultats des dosages d’Ag+ issus des tests de libération en conditions dynamiques après immersion de 
100 mg de poudre d’apatites nanocristallines synthétisée dopées à 2,7 % (pourcentage molaire de cations dans le solide) 
et dont le temps de maturation est 20 minutes dans 2 milieux de libération et à différents temps de prélèvements 
(concentrations en argent dans le milieu de libération) 
 
Milieu 
de 
libération
% d'Ag
+
 libéré
à t = 6 heures
(mol/L)
% d'Ag
+
 libéré
à t = 23 heures
(mol/L)
% d'Ag
+
 libéré
à t = 46 heures
(mol/L)
% d'Ag
+
 libéré
à t = 68 heures
(mol/L)
eau ultra-pure 1,3% 2,0% 0,9% 1,9%
eau à pH = 6 (HNO3) 2,5% 2,4% 2,7% 2,9%
 
Tableau V.77 : Évolution du pourcentage d’argent libéré par rapport à la teneur en argent incorporée dans les 
échantillons en fonction du temps lors des tests de libération en conditions dynamiques 
 
Ces résultats indiquent tout d’abord qu’il est possible de détecter les quantités d’argent 
libérées par les échantillons dans ces conditions de tests dynamiques malgré les faibles 
volumes de prélèvement et la dilution nécessaire à leur dosage. Cependant, les concentrations 
relevées pour le milieu de libération uniquement composé d’eau ultra-pure ne montrent pas une 
évolution croissante au cours du temps d’immersion. A l’inverse, si l’on considère le test 
effectué à pH = 6, une augmentation quasi-constante est observée. Néanmoins, cette 
augmentation de concentration, qui est de l’ordre de 14 % entre 6 heures et 68 heures, reste 
assez faible. Les résultats exprimés en pourcentage d’argent libéré indiquent des évolutions 
similaires et montrent une libération d’argent comprise entre 0,9 et 2,9 % suivant le milieu de 
libération. Ces valeurs restent globalement du même ordre de grandeur que celles observées 
lors des tests en condition statique (qui étaient de l’ordre de 1 %). La (relativement faible) 
augmentation des taux observés ici, en comparaison avec les tests effectués en conditions 
statiques, peut être reliée à une possible fragmentation des agglomérats menant donc à 
l’exposition d’une plus grande surface d'échange avec la solution.  
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Il apparaît également une libération d’argent plus importante dans le milieu à pH = 6 que 
dans l’eau ultra-pure ; à 68 heures par exemple, la concentration en argent dans le milieu à 
pH = 6 est supérieure de 45 % à la concentration en argent libéré dans l’eau ultra-pure. Cette 
observation peut être reliée à la plus grande instabilité des apatites en conditions acides, 
engendrant, dans ces conditions dynamiques, une dissolution plus prononcée. 
 
En conclusion, les résultats obtenus au cours de ces tests préliminaires de libération en 
milieux aqueux « simples » indiquent que les échantillons d’apatites nanocristallines dopées en 
argent que nous avons testés ne libèrent qu’une quantité d’argent relativement faible (entre 1 et 
3 % de la teneur incorporée dans le solide) sur des périodes de temps de quelques jours 
(6 jours maximum). Dans les conditions de ces tests, nous n’avons pas observé de phénomène 
rapide de libération massive d’ions Ag+ (phénomène de « burst ») lors de l’immersion de ces 
échantillons : la libération d’argent est restée conditionnée par les phénomènes de dissolution 
des apatites. Les faibles taux d’ions argent atteints en solution sont à relier au temps limité des 
tests de dissolution pratiqués ici (6 jours au maximum), insuffisants pour permettre une 
dissolution importante des composés, en particulier en absence d’entités extérieures telles que 
protéines, ions minéraux… et cellules. Il apparaît néanmoins possible de moduler (via la 
répartition des ions Ag+ entre le cœur apatitique et les environnements non-apatitiques de 
surface) la quantité d’ions Ag+ libérés en agissant à la fois sur la teneur nominale en argent 
dans la composition du solide et sur le temps de maturation de l’apatite.  
V.4. Évaluations biologiques/microbiologiques 
 
Dans cette section, nous allons nous intéresser aux propriétés biologiques et 
microbiologiques de composés d’apatites nanocristallines enrichies en argent dont les 
protocoles de synthèse et les caractéristiques physico-chimiques ont été décrits dans les 
sections précédentes. La première partie de cette section sera consacrée aux tests d’évaluation 
de la cytotoxicité de ces composés, puis en seconde partie nous présenterons les différents 
tests antibactériens menés.  
 
V.4.1. Tests de cytotoxicité 
 
Dans cette section, seront présentés les tests d’évaluation de la cytotoxicité des 
échantillons d’apatites nanocristallines enrichies en argent, réalisés sur des cellules 
ostéogéniques.  
 
Chapitre V – Enrichissement en argent  
 372 
Au début de cette étude, des premiers tests de cytotoxicité ont été réalisés sur 
2 échantillons d’apatites nanocristallines synthétisés avec 4 % d’argent (pourcentage molaire 
initial d’argent par rapport au calcium incorporé lors de la synthèse, correspondant à une teneur 
finale dans le solide d’environ 3 %) dont le temps de maturation était de 1 et 6 jours (à 
température ambiante et pH = 7,2 et le (NH4)2HPO4 a été utilisé comme sel de phosphate de 
départ pour la synthèse de ces deux composés). Ces échantillons ont été mis sous forme de 
pastilles d’un diamètre 19 mm et de masse 240 mg par compression uniaxiale à température 
ambiante et à la pression de 50 MPa. Ces pastilles ont ensuite été mises en contact avec des 
cellules ostéogéniques CAL-72 en suivant le protocole expérimental décrit à la section II.4.2 du 
chapitre II. La détermination du nombre de cellules ayant une membrane intacte (cellules 
viables) après 24 heures de contact avec les échantillons a été déterminée par 
spectrophotométrie (à 540 nm) à partir du test au rouge neutre, également décrit à la 
section II.4.2 du chapitre II. Les résultats de ces tests sont reportés sur la Figure V.148. 
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Figure V.148 : Résultats de spectrophotométrie après test au rouge neutre sur des cellules ostéogéniques CAL-72 mis en 
contact 24 heures avec des pastilles d’apatites nanocristallines synthétisées avec 4 % molaire d’argent et dont le temps 
de maturation est de 1 et 6 jours 
 
Ces résultats montrent que la densité optique des suspensions de cellules ayant été 
incubées avec les échantillons d’apatites nanocristallines enrichies en argent (4 % molaire 
initial) est comprise entre 0,13 et 0,14 pour les échantillons maturés 1 et 6 jours 
respectivement. Ces valeurs sont proches de la densité optique du contrôle négatif (cellules 
incubées dans un milieu défavorable à leur croissance), qui est de 0,05, tandis que la densité 
optique relevée pour le contrôle positif (cellules incubées dans un milieu favorable à leur 
croissance) est de 0,46. Les données indiquent donc que ces échantillons d’apatites 
nanocristallines présentent une certaine toxicité envers les cellules ostéogéniques dans ces 
conditions (échantillons non-pré-équilibrés et consolidés à 50 MPa). 
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Afin d’approfondir ces données, des tests complémentaires ont été réalisés avec des 
échantillons d’apatites nanocristallines enrichies avec des teneurs en argent décroissantes 
(toujours sans étape de pré-équilibrage) afin de déterminer une éventuelle limite pour laquelle 
les échantillons ne présenteraient plus ou peu de toxicité envers les cellules ostéogéniques. 
Ainsi 5 compositions d’apatites nanocristallines synthétisées avec 7,5 ; 5 ; 1 ; 0,5 et 0,1 % en 
Ag+ (pourcentage molaire initial de cations, soit une teneur dans le solide variant entre 4,0 et 
0,1 % molaire) ayant pour temps de maturation 1 jour (synthèses réalisées à température 
ambiante et pH = 7,2) ont été étudiées. Les tests de cytotoxicité ont également été réalisés sur 
pastilles (de diamètre de 13 mm et de masse 150 mg à la pression de 40 MPa).  
Le protocole expérimental de ces tests de cytotoxicité ainsi que le mode de quantification 
des cellules viables par spectrophotométrie après révélation au rouge neutre sont identiques à 
ceux décrits dans la section II.4.2 du chapitre II. Les échantillons n’ayant pas été pré-équilibrés, 
un ajustement du pH du milieu de culture à 7,5 a été effectué avant et après la mise en contact 
avec les cellules (en utilisant une solution de NaOH à 1 mol/L). Les résultats de ces tests après 
24 et 48 heures d’incubation des échantillons avec les cellules sont exposés à la Figure V.149. 
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Figure V.149 : Résultats de spectrophotométrie après test au rouge neutre sur des cellules ostéogéniques CAL-72 mis en 
contact 24 et 48 heures avec des pastilles d’apatites nanocristallines synthétisées avec des teneurs en argent croissantes 
comprises entre 0 et 7,5 % (pourcentage molaire initiale par rapport au calcium) et dont le temps de maturation est de 
1 jour (échantillons non-pré-équilibrés) en comparaison avec un contrôle positif (cellules viables) et un contrôle négatif 
(cellules non-viables) 
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Ces résultats montrent que les suspensions de cellules ayant été en contact avec ces 
échantillons enrichis en argent présentent des densités optiques proches du contrôle négatif 
(cellules incubées dans un milieu défavorable à leur croissance) qui est de 0,08, aussi bien à 24 
qu’à 48 heures d’incubation. Ceci indique que ces échantillons non-pré-équilibrés présentent 
une toxicité notable pour ce type de cellules (cellules ostéogéniques CAL-72). On peut 
cependant noter une tendance à l’augmentation de la densité optique à mesure que la teneur 
en argent diminue (augmentation de l’ordre de 200 % entre le composé synthétisé avec 7,5 % 
et celui synthétisé avec 0,1 % molaire en argent, lorsque le temps d’incubation est de 
24 heures). Il semble donc apparaître une sensible diminution de la toxicité lorsque la teneur en 
argent diminue.  
La comparaison avec un échantillon non dopé montre que dans ces conditions, en 
absence d’argent, les apatites nanocristallines ne présentent pas de toxicité envers les cellules 
ostéogéniques (la densité optique des suspensions ayant été mises en leur contact montre des 
valeurs proches du contrôle positif). La toxicité des échantillons enrichis en argent semble donc 
ne provenir que de la présence d’argent.  
Enfin, concernant l’échantillon dont la teneur en argent est de 0,1 % molaire, la densité 
optique de la suspension de cellules ayant été à son contact indique une valeur de 0,22 après 
24 heures d’incubation et une valeur de 0,53 après 48 heures d’incubation. Ainsi, l’échantillon 
présente une certaine toxicité envers les cellules durant les premières 24 heures de mise en 
contact (toxicité moins importante que celle des échantillons à plus forte teneur en argent) mais 
pas suffisante pour empêcher leur croissance à plus long terme (ici 48 heures). Une teneur de 
0,1 % molaire d’argent (initialement introduite lors de la synthèse) apparaît donc comme une 
valeur seuil entre des échantillons que l’on peut considérer comme toxiques pour les cellules et 
des échantillons non (ou faiblement) toxiques. 
 
Afin de déterminer plus précisément la teneur en argent à partir de laquelle la cytotoxicité 
des échantillons devient notable, des analyses complémentaires ont été menées sur des 
échantillons synthétisés avec des teneurs initiales en argent de 0,05, 0,1, 0,2 et 0,5 % molaire 
avec un temps de maturation de 1 jour et en utilisant (NH4)2HPO4 comme sel de phosphate de 
départ. Par ailleurs, ces tests de cytotoxicité ont été réalisés après l’étape de pré-équilibrage 
avec Na3PO4 décrite dans les chapitres précédents, afin de limiter des phénomènes 
artefactuels d’acidification lors de leur mise en contact avec les milieux de culture bactériens. 
Pour ces tests, les composés ont été mis sous forme de pastilles (diamètre de 13 mm et masse 
150 mg) par compression uniaxiale à température ambiante à la pression de 80 MPa. Le 
protocole suivi pour évaluer la cytotoxicité des échantillons est identique à celui décrit dans la 
section II.4.2 du chapitre II (test au rouge neutre sur des cellules de type ostéoblastes CAL-72). 
Les résultats de ces tests sont présentés à la Figure V.150. 
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Figure V.150 : Résultats de spectrophotométrie après test au rouge neutre sur des cellules ostéogéniques CAL-72 mis en 
contact 24 et 48 heures avec des pastilles d’apatites nanocristallines synthétisées avec des teneurs en argent croissantes 
comprises entre 0 et 0,5 % (pourcentage molaire initiale par rapport au calcium) et dont le temps de maturation est de 
1 jour (en utilisant (NH4)2HPO4 comme sel de phosphate de départ) en comparaison avec un contrôle positif (cellules 
viables) et un contrôle négatif (cellules non-viables) 
 
Ces résultats indiquent qu’à mesure de l’augmentation de la teneur en argent des 
échantillons, la viabilité cellulaire, après 24 heures de mise en contact, diminue 
progressivement. A 0,1 % molaire en argent, près de la moitié des cellules ne sont plus viables 
(leur membrane cellulaire est altérée) et à 0,5 % les résultats sont similaires au contrôle négatif 
(échantillons clairement cytotoxiques). Ainsi, dès 0,1 % d’argent, les échantillons montrent des 
effets cytotoxiques notables vis-à-vis de ces cellules ostéogéniques, d’autant plus importants 
que la teneur en argent augmente. L’on retrouve ici la « valeur seuil » de cytotoxicité proche de 
0,1 % Ag évoquée précédemment.  
En revanche, l’analyse des données obtenues après 48 heures d’incubation révèle 
systématiquement une augmentation du nombre de cellules viables en comparaison avec les 
tests menés à 24 heures (ré-augmentation de la densité optique). Bien que le nombre de 
cellules soit inférieur au contrôle positif, il s’avère qu’après 48 heures d’incubation la viabilité 
cellulaire est supérieure à 50 % dans tous les cas. La prolifération et la croissance de la 
population de cellules ne semblent donc pas totalement entravées par la présence d’argent 
dans les composés d’apatites nanocristallines. L’utilisation de telles apatites nanocristallines 
dopées en argent apparaît donc, à première vue, envisageable pour les applications visées 
dans ce travail de thèse, puisque leur cytotoxicité diminue avec le temps.  
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V.4.2. Évaluation des propriétés antibactériennes 
 
Dans la dernière section de ce chapitre, nous évoquerons les tests d’évaluation des 
propriétés antibactériennes réalisés sur certains des échantillons d’apatites nanocristallines 
enrichis en argent précédemment décrits.  
 
V.4.2.1. Tests préliminaires sur poudre 
 
Les premiers tests antibactériens qui ont été réalisés dans ce travail ont été effectués sur 
des apatites nanocristallines synthétisées en présence d’une teneur en argent de 4 % molaire 
(par rapport au calcium, correspondant à une teneur finale dans le solide de l’ordre de 3 %) et 
dont le temps de maturation en solution était de 1 et 6 jours. Ces échantillons ont été évalués 
sous forme de poudre. Deux types bactériens ont été étudiés au cours de ces tests : E. coli et 
P. aeruginosa. Les bactéries ont été incubées en présence des échantillons pendant 48 heures 
en utilisant comme milieu d’incubation du LB-medium pour P. aeruginosa et de la peptone 
saline pour E. coli (détails voir chapitre III section II.4.4). Pour quantifier les bactéries ayant 
survécu au test, un prélèvement du milieu d’incubation proche de la surface des pastilles (au 
niveau d’un biofilm éventuel) a été réalisé et la méthode du « test fluo » utilisant du diacétate de 
fluorescéine a été utilisée pour la quantification (le protocole de quantification est donné dans le 
chapitre III à la section III.3.2.1). Les résultats de ces tests sont donnés à la Figure V.151. 
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Figure V.151 : Résultats de tests à la fluorescéine issus des tests microbiologiques sur souches de E coli et P. aeruginosa 
après mise en contact avec des pastilles d’apatite nanocristalline non dopée ou enrichies à 4% molaire en argent 
(pourcentage molaire par rapport au calcium initialement incorporé lors de la synthèse), synthétisée avec (NH4)2HPO4 
et maturée pendant 1 jour et 6 jours 
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Ces résultats indiquent que la fluorescence des suspensions de bactéries E. coli et 
P. aeruginosa (après ajout de diacétate de fluorescéine) est notablement plus faible, de plus de 
70 %, après contact avec les échantillons dopés en argent en comparaison avec l’échantillon 
non dopé. Or comme nous l’avons vu dans le chapitre II (section II.4.4), les apatites 
nanocristallines non dopées ne présentent pas de propriétés antibactériennes. Ceci indique 
donc que les échantillons enrichis en argent possèdent des propriétés antibactériennes à la fois 
sur E. coli et sur P. aeruginosa dans ces conditions. De plus, les résultats obtenus pour ces 
échantillons dopés en argent ne présentent pas de différence significative lorsque le temps de 
maturation en solution lors de la synthèse était de 1 ou 6 jours (ils sont tous compris entre 22 et 
35 % de fluorescence relative). Il ne semble donc pas y avoir d’influence significative du temps 
de maturation des échantillons sur leurs propriétés antibactériennes.  
 
V.4.2.2. Tests sur pastilles 
 
En plus de fournir des résultats préliminaires sur les propriétés antibactériennes des 
échantillons enrichis en argent, les tests que nous venons de décrire ont servi à mettre en place 
et optimiser les protocoles des tests antibactériens que nous allons décrire dans les 
paragraphes suivants de cette section.  
Ainsi, afin de déterminer la teneur en argent minimale nécessaire à l’apparition de 
propriétés antibactériennes, des tests complémentaires ont été réalisés sur des échantillons 
d’apatites nanocristallines synthétisées avec des teneurs en argent croissantes. Les 
échantillons ainsi étudiés ont été synthétisés en introduisant des teneurs en argent comprises 
entre 0,1 et 7,5 % (pourcentage molaire par rapport au calcium, soit des teneurs finales entre 
0,1 et 4,0 %) avec un temps de maturation en solution de 1 jour à température ambiante et à 
pH = 7,2 et en utilisant du (NH4)2HPO4 comme sel de phosphate de départ. Ces échantillons 
ont été mis sous forme de pastille d’un diamètre de 13 mm et de masse 150 mg par 
compression uniaxiale à température ambiante et à la pression de 40 MPa.  
 
Dans un premier temps, les composés n’ont pas subi d’étape de pré-équilibrage au 
moment de la synthèse, mais ont été immergés dans du DMEM complété pendant 24 heures 
avant les tests (que nous assimilerons à un pré-équilibrage post-synthèse), de la même 
manière que dans le chapitre IV dédié à l’enrichissement en cuivre des apatites. Le protocole 
de mise en contact entre les bactéries et les échantillons est demeuré le même, avec 
quantification des bactéries par « test agar » (décrit dans la section II.4.4 du chapitre II).  
Comme dans le cas du cuivre, cette étude a été réalisée sur S. aureus et les résultats de 
ces tests sont présentés à la Figure V.152a.  
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Figure V.152 : Résultats de tests sur plaque d’agar issus des tests microbiologiques sur souches de a) S. aureus et b) E coli et P. aeruginosa après mise en contact avec des pastilles 
d’apatites nanocristallines synthétisées avec des teneurs en argent croissantes comprise entre 0 et 7,5 % molaire (pourcentage initial), en utilisant (NH4)2HPO4 et maturée 
pendant 1 jour, puis immergées dans le DMEM complété pendant 24 heures
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Ces résultats, obtenus avec S. aureus, ne mettent en évidence qu’une très faible 
diminution du nombre de colonies bactériennes formées lorsque la teneur en argent dans les 
composés augmente. Un nombre de colonies formées de l’ordre de 9,5.106 est par exemple 
observé pour les échantillons synthétisés avec 5 et 7,5 % molaire en argent (correspondant à 
des teneurs finales de 3,4 et 4,0 % respectivement), par rapport aux autres échantillons testés 
dont la valeur atteinte est de 9.107. On n’observe donc qu’une légère activité antibactérienne 
sur ce type de micro-organisme et dans ces conditions de pré-équilibrage avec le DMEM 
complété.  
A titre indicatif, des tests additionnels ont néanmoins été réalisés, toujours dans le cas 
d’un pré-traitement de 24 heures dans le DMEM complété, mais avec d’autres souches 
bactériennes, E. coli et P. aeruginosa, afin de mettre en évidence d’éventuelles différences de 
propriétés antibactériennes suivant la souche étudiée. Les résultats obtenus ont été regroupés 
sur la Figure V.152b. Il est intéressant de constater que les composés testés dans ces 
conditions mènent à une diminution nettement plus marquée du nombre de colonies 
bactériennes formées : 
- Pour P. aeruginosa, on note une diminution significative du nombre de colonies 
formées à partir de 0,5 % molaire en argent (le nombre de colonies par mL se situe à 
une valeur comprise entre 3.104 et 9.105 en fonction du taux de dopage en argent) en 
comparaison avec l’échantillon synthétisé à 0,1 % molaire en argent (8.108) qui ne 
présente pas d’activité. Bien que ces valeurs soient au dessus de la limite de 
quantification, un effet antibactérien notable peut être attribué aux échantillons 
d’apatites nanocristallines enrichies avec des teneurs en argent supérieures à 0,5 % 
molaire, sur P. aeruginosa.  
- Concernant E. coli, une diminution importante du nombre de colonies bactériennes 
formées se produit entre les échantillons enrichis à 0,1 et 0,5 % molaire, passant de 
5.108 à 9.103 colonies formées par mL. Au-delà de 0,5 % molaire en argent, le nombre 
de colonies formées se stabilise à une valeur comprise entre 40 et 900 colonies 
formées par mL. Dans ce cas-ci, il peut être attesté que les échantillons dont les 
teneurs en argent sont supérieures à 0,5 % molaire possèdent de bonnes propriétés 
antibactériennes.  
 
Ces résultats indiquent que, comme dans le cas du cuivre, un pré-traitement des 
échantillons dans le DMEM complété ne suffit pas à conférer des propriétés antibactériennes 
intéressantes dans le cas de S. aureus. En revanche, pour E. coli et P. aeruginosa, un effet 
significatif a pu être observé témoignant donc d’une variabilité des réponses avec la nature du 
micro-organisme. 
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Compte-tenu des résultats ci-dessus, et de l’étude déjà effectuée dans le cas d’un 
enrichissement en cuivre, il nous a paru intéressant d’examiner l’effet potentiel d’un pré-
équilibrage des composés, lors du lavage des précipités, avec une solution de Na3PO4 à pH = 
11 (comme décrit dans les chapitres précédents). Des tests ont donc été réalisés sur des 
échantillons synthétisés avec des teneurs en argent comprises entre 0,05 et 0,5 % molaire (soit 
0,05 ; 0,1 ; 0,2 et 0,5 %, les teneurs initiales et finales étant identiques pour ces composés 
faiblement dopés), à température ambiante et à pH = 7,2 et en utilisant du (NH4)2HPO4 comme 
sel de phosphate de départ, et pré-équilibrés avec Na3PO4. Les tests ont été réalisés sur des 
pastilles de diamètre 13 mm (de masse 150 mg) mises en forme par compression uniaxiale à la 
pression de 80 MPa (à température ambiante).  
Les conditions d’expérimentations sont similaires à celles décrites précédemment et la 
méthode de quantification des bactéries après mise en contact a été la « méthode agar ».  
Comme précédemment, les tests ont été réalisés dans un premier temps sur S. aureus 
et les résultats sont reportés en bleu dans la Figure V.153 
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Figure V.153 : Résultats de tests sur plaque d’agar issus des tests microbiologiques sur souches de S. aureus et S. 
epidermidis après mise en contact avec des pastilles d’apatite nanocristalline enrichies avec des teneurs en argent 
croissante comprises entre 0,05 et 0,5 % (pourcentage molaire par rapport au calcium initialement incorporé lors de la 
synthèse), synthétisée avec (NH4)2HPO4 et maturée pendant 1 jour, en comparaison avec un échantillon non dopé 
(synthétisé dans les mêmes conditions) et un contrôle non antibactérien 
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Cette figure indique qu’à partir d’un pourcentage en argent de 0,05 % molaire, une 
réduction significative du nombre de colonies formées de S. aureus est observée. Pour 0,05 % 
molaire en argent, 99,98 % des bactéries ont été éliminées après mise en contact avec le 
matériau. Au-delà de 0,05 % molaire en argent, l’activité antibactérienne est encore légèrement 
améliorée, et plus de 99,99 % des bactéries sont éliminées pour les taux en argent compris 
entre 0,2 et 0,5 %. Il apparaît donc que l’ajout de l’étape de pré-équilibrage des composés en 
milieu alcalin avec Na3PO4 a permis d’obtenir une activité antibactérienne importante, 
notamment pour les taux de dopage en argent de 0,1 ou 0,5 %. Il est intéressant de souligner le 
fait qu’un traitement dans le DMEM complété (ou tout autre milieu) n’est alors pas nécessaire à 
l’obtention de propriétés antibactériennes vis-à-vis de S. aureus, contrairement au cas du 
cuivre. Ceci ouvre alors des perspectives de développement moins contraignantes de 
biomatériaux osseux à base d’apatites biomimétiques, à visée antimicrobienne. 
 
Afin de confirmer les propriétés antibactériennes de ces composés, en particulier sur les 
bactéries à Gram positif, et d’évaluer l’impact potentiel de la souche sur leur activité, les tests 
ont également été effectués sur S. epidermidis. Les résultats sont reportés à la Figure V.153 
conjointement aux données obtenues sur S. aureus.  
Ces résultats montrent effectivement une activité antibactérienne des composés enrichis 
en argent vis-à-vis de S. epidermidis. Cependant il s’avère qu’elle n’apparaît qu’à partir de 
0,2 % molaire (inclus) en argent : pour les taux de 0,05 et 0,1 % d’argent, on n’observe pas de 
réduction du nombre de colonies bactériennes formées, alors qu’à 0,2 et 0,5 % plus de 99,99 % 
des bactéries sont éliminées. 
 
En conclusion, la présence d’argent dans la composition des apatites nanocristallines 
nous a permis de conférer une propriété antibactérienne à ces composés dans le cas d’un pré-
équilibrage du précipité avec une solution alcaline de Na3PO4. Bien que l’activité 
antibactérienne soit dépendante de la nature du micro-organisme étudié in vitro, il semble 
qu’une teneur minimale en argent de 0,2 % molaire soit suffisamment efficace pour lutter contre 
les principaux micro-organismes impliqués dans les infections post-opératoires (S. aureus, 
P. aeruginosa, S. epidermidis,…) tout en ne possédant qu’une cytotoxicité limitée. 
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V.5. Conclusion 
Dans ce chapitre, nous avons pu voir qu’il était possible de synthétiser des apatites 
nanocristallines biomimétiques (proches du minéral osseux) contenant des ions Ag+. La teneur 
maximale d’ions argent qu’il a été possible d’incorporer à ces systèmes d’apatites 
nanocristallines monophasés est de 4 % molaire (pourcentage final par rapport au calcium). A 
l’inverse du cuivre ou du zinc, la teneur finale d’argent contenu dans la composition n’est pas 
égale à la teneur initialement incorporée lors de la synthèse mais reste inférieure. Cependant, il 
a été remarqué que la teneur finale en argent était influencée par les paramètres de synthèse et 
notamment le temps de maturation en solution ou encore la présence éventuelle d’ions 
ammonium en solution (formation en solution du complexe [Ag(NH3)2]
+). En particulier, 
l’augmentation du temps de maturation en solution engendre, outre l’amélioration de l’état de 
maturation des apatites, une augmentation de la teneur finale en argent contenu dans le 
composé (à teneur initiale en argent égale). Le pH de maturation joue également un rôle 
important sur les mécanismes d’incorporation de l’argent. Si des conditions acides favorisent la 
formation d’Ag3PO4, des conditions alcalines permettent d’obtenir des apatites nanocristallines 
monophasées enrichies en argent (mais présentant des teneurs en argent plus faibles qu’à pH 
neutre). Enfin, à l’inverse des échantillons dopés en cuivre ou en zinc, l’utilisation du Na2HPO4 
comme sel de phosphate de départ en remplacement du (NH4)2HPO4 lors de la synthèse ne 
permet pas d’obtenir des teneurs en argent plus importantes mais contribue à la co-formation 
d’Ag3PO4.  
Les échantillons d’apatites nanocristallines enrichies en argent ont montré une tendance 
au grisaillement avec le temps et lorsqu’ils étaient exposés à la lumière, de manière similaire à 
nos observations réalisées sur le phosphate d’argent. Bien que les mécanismes de cette 
évolution de la teinte des composés ne soient pas actuellement totalement élucidés, il semble 
que la formation de clusters d’oxyde d’argent en surface (via la possible déshydratation de 
complexes hydroxydés de type AgOH), voire la formation de clusters d’Ag0, puisse en être à 
l’origine.  
D’un point de vue physico-chimique, l’incorporation d’argent dans les apatites 
nanocristallines ne semble pas avoir d’effet inhibiteur (ou accélérateur) de croissance cristalline, 
à l’inverse des ions cuivre ou zinc. Néanmoins, à l’instar de ces éléments, l’ion Ag+ semble être 
présent à la fois au sein des environnements apatitiques et non-apatitiques des nanocristaux 
d’apatite. La composition chimique des apatites est impactée par la présence de ces ions 
argent qui engendre une diminution des teneurs relatives en ions OH- apatites et en moindre 
mesure des ions HPO4
2- non-apatitiques, ce qui apparaît être dû au caractère monovalent de 
l’ion Ag+. La Figure V.154 résume les principales évolutions physico-chimiques engendrées par 
l’introduction d’argent au moment de la précipitation des apatites nanocristallines en fonction 
des conditions de synthèse. Enfin, des tests préliminaires de libération ont permis de mettre en 
évidence une libération d’une partie des ions Ag+ contenus dans le composé lors de son 
immersion en milieu aqueux.  
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Figure V.154 : Résumé des principales évolutions physico-chimiques observées sur les apatites nanocristallines synthétisées en présence d’argent en fonction des conditions de 
synthèse
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D’un point de vue biologique/microbiologique, ces apatites nanocristallines dopées avec 
Ag+ présentent une activité antibactérienne plus conséquente que les échantillons dopés en 
zinc ou en cuivre, ainsi qu’une cytotoxicité acceptable envers les cellules ostéogéniques pour 
des teneurs que nous avons identifiées.  
Bien que les performances de ces composés dépendent des souches bactériennes 
étudiées, un bon compromis entre efficacité antibactérienne et faible toxicité envers les cellules 
humaines peut être trouvé en employant des apatites nanocristallines dont la teneur initiale en 
argent est par exemple de l’ordre de 0,2 % molaire (par rapport aux cations). De tels composés 
s’avèrent ainsi être les meilleurs « candidats » de biomatériaux apatitiques nanocristallins 
dopés que nous ayons préparés et seront donc testés, dans les mois qui viennent, en 
implantation in vivo chez le rat (calvaria cranienne). 
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